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Este estudo investigou os mecanismos de ação envolvidos no relaxamento 
produzido pelo sesquiterpeno poligodial (0,00427 - 42,74 |iM) , isolado da planta Drymis 
winteri, nos vasos de coelho e cobaia e no corpo cavernoso de coelho. Para a realização 
deste trabalho foram utilizados artéria pulmonar de coelho e cobaia e o corpo cavernoso de 
coelho in vitro. Nossos resultados mostram que o poligodial produz relaxamento 
concentração-dependente tanto no corpo cavernoso de coelho como nos vasos estudados. 
Além disso, o relaxamento observado nos vasos ocorre por mecanismos dependentes e
independentes do endotélio. 0  relaxamento induzido pelo poligodial nos vasos estudados é
\
mediado principalmente pela liberação de NO ou de substância relacionada ao endotélio 
vascular, pela ativação da guanilato ciclase solúvel e elevação dos níveis de GMPc. 
Possivelmente essa via esteja também envolvida com o relaxamento produzido pelo 
poligodial no corpo cavernoso de coelho. Nossos resultados também demonstram que parte 
dos efeitos relaxantes causados pelo poligodial ocorre aparentemente por ativação de canais 
de potássio modulados por ATP, sensíveis à glibenclamida. No entanto, a liberação de 
prostaciclina, substância P, ou ativação da adenilato ciclase parecem não estar envolvidas 
no vasorelaxamento induzido pelo poligodial.
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11. Resumo
O poligodial é um sesquiterpeno isolado das cascas da Drymis winteri 
(Winteraceae), uma planta nativa da região sul do Brasil, usada pela população 
no tratamento de diferentes doenças inflamatórias como a asma, alergia e 
bronquite. O presente estudo tem como objetivo investigar os mecanismos de 
ação envolvidos no relaxamento produzido pelo poligodial na aorta torácica de 
coelho, em artérias pulmonares de cobaia e de coelho e no corpo cavernoso de 
coelho in vitro.
Para a realização deste trabalho foram utilizados coelhos (2.5 - 3.5 Kg) e 
cobaias (250 - 300 g) de ambos os sexos. Os animais foram sacrificados por 
deslocamento da coluna cervical (cobaias) ou anestesiados com pentobarbitaí 
sódico (coelhos) e em seguida foram sacrificados por deslocamento da coluna 
cervical. Os vasos e o corpo cavernoso foram isolados e limpos dos tecidos 
conectivos, sendo que os vasos foram em seguida seccionados em anéis. As 
preparações foram montadas em cubas de vidro contendo 5 ml (para os vasos) 
ou 10 ml (para o corpo cavernoso) de solução de Krebs-Henseleit, a 37°C e pH
7,2. Nossos resultados demonstram que o poligodial (0,0427- 42,74 |iM) causou 
relaxamento concentração-dependente nas artérias pulmonares de cobaia e de 
coelho e na aorta torácica de coelho com endotélio (Rmáx 78 ± 3%, 72 + 3%, 
75 ± 2%, respectivamente), bem como no corpo cavernoso de coelho (Rmáx- 97 ± 
2%). Todas as preparações foram previamente contraídas com fenilefrina (1 ^M). 
Além disso, o poligodial aboliu completamente o relaxamento causado pela 
acetilcolina, mas não pelo nitroprussiato de sódio nos vasos estudados.
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mM) e a glibenclamida (30 |uM), reduziram parcialmente, mas significativamente, 
a resposta vasorelaxante causada pelo poligodial somente em artéria pulmonar 
de coelho. A indometacina (1 e 10 laM), o CGRP-8,37 (100 nM) ou o KT 5720 (Ijj.
■ M) não interferiram com o relaxamento causado pelo poligodial na artéria 
pulmonar de coelho com endotélio intacto. 0  poligodial (10 ^M) também não 
interferiu com a contração induzida pelo CaCla em artéria pulmonar de coelho 
com ou sem endotélio. Além disso, o antagonista de receptor muscarínico 
(atropina 1 i^ M), antagonistas de receptores das taquicininas NKi e NK2 (FK 888 
100 nM e SR48968, 100 nM, respectivamente) ou o antagonista de receptores B2, 
(HOE 140 1 fiM,) não afetaram a resposta vasorelaxante induzido pelo poligodial 
na artéria pulmonar de coelho. Em conjunto, nossos resultados indicam que este 
sesquiterpeno produz vasorelaxamento concentração-dependente por 
mecanismos dependentes e independentes do endotélio nos vasos estudados.
0  relaxamento induzido pelo poligodial nos vasos estudados é mediado 
principalmente pela liberação de NO ou de substância relacionada ao endotélio 
vascular, pela ativação da guanilato ciclase solúvel e elevação dos níveis de 
GMPc. Possivelmente essa via esteja também envolvida com 0 relaxamento 
produzido pelo poligodial no corpo cavernoso de coelho. Nossos resultados 
também demonstram que parte dos efeitos relaxantes do poligodial ocorre 
aparentemente por ativação de canais de potássio modulados por ATP, sensíveis 
à glibenclamida. No entanto, a liberação de prostaciclina, substância P, ou 
ativação da adenilato ciclase parecem não estar envolvidas no vasorelaxamento 
induzido pelo poligodial.
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Em preparações de vasos sem endotélio, o relaxamento máximo do 
poligodial foi significativamente reduzido nas artérias pulmonares de cobaia e de 
coelho e na aorta torácica de coelho (Rmáx 26 ± 2%, 31 ± 1%, 17 ± 2%, 
respectivamente). 0  relaxamento induzido pelo poligodiâl foi inibido na artéria 
pulmonar de coelho pelos inibidores da enzima NO sintase, L-NAME (100 ^M), e 
L-NOARG (100 í^ M) (R^áx65 ± 8%, 84 ± 9% para o veículo e 27 ± 9%, 44 ± 0,4%, 
para L-NAME e L-NOARG, respectivamente). O isômero inativo D-NOARG 
(100 laM) não interferiu de maneira significativa com a ação„vasorelaxante do 
poligodial (Rmáx84 ± 9% para o veículo e 77 ± 3 %  para D-NOARG). Resultados 
muito semelhantes foram obtidos em anéis de artéria pulmonar de cobaia e aorta 
torácica de coelho. Os inibidores da guanilato ciclase solúvel LY 83583 (10 |iM) e 
ODQ (1 IJ.M) inibiram marcadamente o relaxamento dependente de endotélio 
causado pelo poligodial em anéis de artéria pulmonar de coelho pré-contraída 
com fenilefrina (R á^x 74 ± 5%, 72 ± 3% para o veículo e 20 ± 4%, 7 ± 0,6% para 
ODQ e LY 83583, respectivamente). No corpo cavernoso de coelho, o 
relaxamento induzido pelo poligodial também foi inibido pelo LY 83583 (10 |iM) 
(Rmáx 97 ± 2% para o veículo e 37 ± 13% para LY 83583). Nossos resultados 
também demonstram um aumento dos níveis intracelulares de GMPc na aorta 
torácica de coelho após a exposição dos anéis ao poligodial (42,74 |j.M) e ao 
nitroprussiato de sódio (10 jiM). Ao contrário, os bloqueadores de canais de 
potássio, como a 4-aminopiridina (3 mM), apamina (1 laM) ou a caribdotoxina 
(100 nM), não afetaram o relaxamento induzido pelo poligodial em todos os vasos 
estudados. Porém, outros bloqueadores de canais de potássio, como o TEA (5
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III. ABSTRACT
Polygodial is the main sesquiterpene isolated from methanolic extract of 
the plant Drymis winteri (Winteraceae), a native Brazilian medicinal plant used in 
folk medicine for the treatment of different inflammatory diseases, such as 
asthma, allergy and bronchitis.
The present study was designed to examine the vasoreiaxant action of 
polygodial in intact or in endothelium-rubbed rings of rabbit pulmonary artery and 
thoracic aorta, guinea-pig pulmonary artery and rabbit corpus cavernosum pre- 
contracted with phenylephrine. The experiments were carried out on rabbits 
(2.5 -3.5 kg) and guinea-pigs (250 - 350 g). The animais were killed by a blow to 
the head (guinea-pig) or anaesthetized with sodium pentobarbital (rabbits), 
followed by a blow to the head, and were then exsanguinated. All tissues were 
carefully excised and cleaned from connective tissue and adherent fat. The 
vessels and corpus cavernosum were suspended in a 5 ml (vessels) or 10 ml 
(corpus cavernosum) organ bath chambers containing Krebs Henseleit solution at 
37 °C, pH 7.2, gassed with 95 %  O2 and 5 %  CO2 . The sesquiterpene polygodial 
(0.0427- 42.74 M), produced graded relaxation in rings of rabbit pulmonary artery 
or thoracic aorta and guinea-pig pulmonary artery with endothelium (Emac78 3%, 
72 3%,75 2%, respectively) and in the corpus cavernosum of rabbit (E^ ax 97 2%) 
pre-contracted by phenylephrine (1 M). In endothelium-rubbed rings, the vasoreiaxant 
action was reduced in pulmonary artery of guinea-pigs or rabbits and thoracic 
aorta of rabbit (Err,ax of 26 ± 2%, 32 ± 2% and 17 ± 3%, respectively).
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The pre-incubation of rings of rabbit pulmonary artery with L-NAME (100 |iM) or 
L-NOARG (100 nM) significantiy inhibited the endothelium-dependent relaxation 
caused by polygodial in preparations pre-contracted by phenylephrine (Emax of 
65 8%, 84 9% for vehide and 27 9%; 44 0.4%, for L-NAME and L-NOARG, 
respectively). The inactive enantiomer D-NOARG (100 nM) (Emax of 84 ± 9% for 
vehicle and 77 + 3 for D-NOARG) had no significant effect on the vasorelaxant 
action of polygodial. Very similar resuits were observed in rings of guinea-pig 
pulmonary ..artery and rabbit thoracic aorta. The non-selective and the highly- 
selective soluble guanylate cyclase inhibitors, LY 83583 (10 |iM) and ODQ (1 |i 
M), respectively, markediy inhibited the endothelium-dependent relaxation caused 
by polygodial in rings of rabbit pulmonary artery pre-contracted with 
phenylephrine (Emax of 74 5%, 72 3% for vehicle and 20 4%; 7 0.6% for ODQ and 
LY 83583, respectively). Similar resuits were observed in rings of guinea-pig pulmonary artery 
and thoradc aorta. In the corpus cavemosum, the relaxation induced by polygodial was aiso 
inhibited by LY 83583 (10 M; E„^97 2% for vehicle and 37 13% for LY 83583). Our 
resuits aIso show that the cyclic GMP content in rabbit thoracic aorta was 
significantiy increased after exposing the rings to polygodial and sodium 
nitroprusside. In contrast, indomethacin (1 and 10 |j.M), KT 5720 (1 laM), 
CGRP-8.37 (100 nM), apamin (1|^ M), charybdotoxin (100 nM) and 4- 
aminopyridine (3 mM) had no effect on polygodial action in rabbit pulmonary 
artery or thoracic aorta and guinea-pig pulmonary artery. However, TEA (5 mM) 
and glibenclamide (30 i^M) inhibited partially, but significantiy, the relaxant 
responses of rabbit pulmonary artery. In addition, polygodial (10 M) does not 
affect the contraction induced by Ca^ "" in depolarized intact or endothelium-
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rubbed rings of rabbit pulmonary artery. Tachykinin NKi and NK2 receptor 
antagonists (FK 888 100 nM or SR 48968 100 nM, respectively) a muscarinic 
receptor antagonist (atropine l^ iM) and a B2 receptor antagonist (HOE 140 1 |aM) 
each failed to affect the vasoreiaxant action of polygodial. Taken together, the 
current resuits show that the sesquiterpene polygodial produced a concentration- 
and endothelium-dependent and -Independent vasorelaxation in rabbit and 
guinea-pig pulmonary arteries and in rabbit thoracic aorta and corpus cavernosum 
in vitro, pre-contracted by phenylephrine.
The vasorelaxation induced by of polygodial is, in part, dependent on the 
release of NO or a NO-derived substance from vascular endothelium, as well 
activation of guanylate cyclase-dependent mechanism and increase of cGMP. 
This route aiso seems to be involved in the relaxation induced by polygodial in 
corpus cavernosum. However, the opening of potassium channel or the release of 
prostacyclin, substance P or CGRP, as well as activation of adenylate cyclase, 
appear to play either minor roles, or have no participation at all in the 
vasoreiaxant action of polygodial in these vessels. Finally, the vasoreiaxant effect 
of polygodial does not seem to involve of [Ca^*] in endothelial cells, decrease of [ 
Ca^*] in vascular smooth muscle cells, or direct activation of membrane 
endothelial cell receptors.
Eunice André______________________________________________________Abstract xi
Eunice André Introdução 1
1. Introdução
O poligodial é um sesquiterpeno isolado das cascas da Drymis winteri uma 
árvore pertencente à família das Winteraceae, com altura que varia de 4 a 8 m e 
com tronco que pode chegar a 40 cm de diâmetro. Suas folhas apresentam um 
formato alongado com as extremidades arredondadas e uma coloração verde 
(Figura 1). Esta planta é conhecida popularmente como “casca de anta”, “canela- 
amarga”, “capororoca-picante”, “carne d’anta”, “melambo”, “paratudo” e “pau-para 
tudo”. Sua florescência ocorre até duas vezes por ano, porém, com maior 
intensidade nos meses de junho a agosto, e seus frutos amadurecem entre 
outubro e novembro.
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Figura 1. Fotografia da árvore Drymis winteri
A D. winteri é encontrada em alguns países da América do Sul, e 
principalmente no território brasileiro, sobretudo na região sul do país. Além de 
possuir qualidades ornamentais, sendo recomendada para o paisagismo, suas 
folhas e cascas são utilizadas pela população como estimulante, 
antiespasmódica, aromática, antidiarreica, antipirética, cicatrizante, 
antiinflamatória, contra hemorragia uterina, em certas afecções do trato 
respiratório, incluindo o tratamento de asma brônquica e alergia (Morton, 1981; 
Simões et a i, 1986). Esta planta é também utilizada no tratamento do câncer e 
úlceras (Riccieri, 1981; Houghton e Maby, 1985; Gupta, 1995).
Existem vários estudos fitoquímicos descritos na literatura para esta e 
outras espécies deste gênero, que demonstram a existência de vários 
metabólitos secundários de diferentes classes químicas, incluindo aldeídos 
sesquiterpenos (Appel e Dohr 1958; 1959; Brown, 1994; Cortes e Oyarzun, 1981), 
além de terpenóides, lignanas e flavonóides (Cruz, 1973). Dentre os vários 
compostos isolados da D. winteri, o sesquiterpeno poligodial (Figura 2) é o 
composto majoritário. 0 poligodial apresenta atividade antimicrobiana (Himejima 
e Kubo 1992; McCaliion e t a l 1982; Samueisson et ai, 1992), antifúngica (Kubo 
e Taniguchi 1988, Lee et ai., 1999) e inseticida (Caprioli et ai., 1987). Foi 
demonstrado também que o poligodial aumenta a concentração de cálcio (Ca '^") 
intracelular em células SH-SY5Y de neuroblastoma humanas (Forsby et ai., 
1992; 1994; 1996). Além desses efeitos, tem sido proposto que o poligodial atua 
como agonista de receptores vanilóides (Sterner e Szallasi, 1999).
Estudos realizados em nosso laboratório demonstraram que, em íleo 
isolado de cobaia, o sesquiterpeno poligodial causou deslocamento á direita da
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curva concentração-resposta à acetilcolina, histamina e bradicinina, associado 
com inibição das respostas máximas. Já  na traquéia de cobaia, o poligodial 
causou inibição parcial da resposta contrátil causada pela histamina, e inibição 
da resposta contrátil causada pela bradicinina. Do mesmo modo, o poligodial 
inibiu de forma significativa e concentração-dependente a resposta contrátil 
induzida pelo composto 48/80 e pelo análogo estável do tromboxano A2, U46619 
na traquéia isolada de cobaia. Além disso, 0 poligodial antagonizou de maneira 
competitiva a resposta contrátil induzida pela substância P, mas não interferiu 
com a resposta contrátil ao agonista seletivo do receptor NKi, a substância P 
metil éster, na traquéia de cobaia. Por outro lado, o poligodial inibiu 
significativamente a curva concentração-resposta para a contração induzida pelo 
agonista seletivo do receptor NK2 0 [|3-ala®] neurocinina A (El Sayah et a i, 1998).
Na traquéia de cobaias ativamente sensibilizada à ovalbumina, 0 
poligodial causou inibição significativa da resposta contrátil ao antígeno 
(El Sayah et al., 1998). Quando testado na veia porta isolada de rato, o poligodial 
causou inibição da curva concentração-resposta contrátil induzida pela 
bradicinina, U46619, endotelina-1, substância P e senktide (El Sayah ef a/1998).
Testes farmacológicos realizados in vivo demonstraram, ainda, que o 
sesquiterpeno poligodial possui propriedades antinociceptivas sistêmica, local, 
espinhal e supraespinhal, quando testados em modelos de nocicepção química 
(teste de formalina e capsaicina), mas não em modelos de dor térmica (placa 
quente) (Mendes et al., 1998). 0 mecanismo preciso pelo qual 0 poligodial 
produz suas ações antinococeptivas está sendo melhor investigado. Até o 
momento, foi determinado que as ações antinociceptivas do poligodial parecem
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envolver uma interação com o sistema opióide, ou com receptores de serotonina 
e adrenérgicos ai, bem como a interação com mecanismos dependentes da 
proteína G j/G o , sensíveis à inibição por toxina pertussis (Mendes et al., 1998; 
2000). 0  poligodial apresentou também pronunciado efeito antiedematogênico 
nos testes de edema de pata de rato induzidos por bradicinina, carragenina, 
dextrana, fosfolipase A2 , prostaglandina E2 e substância P e no edema de orelha 
induzido por ácido araquidônico, capsaicina e óleo de cróton. Esse composto foi 
capaz de inibir também a migração celular para a cavidade pleural, quando 
avaliado no teste de pleurisia realizada em camundongos. Por último, 0 poligodial 
apresentou ainda um importante efeito antialérgico tanto em ratos como em 
camundongos sensibilizados à ovalbumina. A taxa de sobrevivência desses 
animais submetidos ao choque anafilático induzido pelo antígeno foi 
significativamente aumentada (Mendes et a/., 1998).
CHO
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Figura 2- Estrutura molecular do sesquiterpeno 
poligodial isolado das cascas da Drymis winteri.
Considerando os vários efeitos farmacológicos obtidos em nosso 
laboratório com o composto poligodial tanto, em estudos in vivo como in vitro, 
tornou-se interessante investigar as ações vasorelaxantes deste composto. Desta 
forma, investigamos as ações do poligodial sobre vasos de coelho e cobaia, bem 
como sobre o corpo cavernoso de coelho in vitro.
Para melhor compreensão deste estudo, abordaremos abaixo alguns 
importantes fatores vasorelaxantes.
1.1. O papel do endotélio no controle do tônus vascular
Durante muito tempo a camada endotelial foi considerada como sendo um 
simples revestimento, sendo esta sua função principal. Atualmente, sabe-se que 
a célula endotelial não representa apenas uma barreira passiva de difusão de 
elementos do sangue, mas é a responsável pela modulação do tônus da 
musculatura lisa vascular liberando simultaneamente fatores relaxantes e fatores 
constritores derivados do endotélio. 0  equilíbrio entre a síntese e a liberação dos 
agentes vasoconstritores e vasodilatadores mantém o sistema cardiovascular sob 
um tônus constante, sendo de fundamental importância no controle da pressão 
arterial e do fluxo sangüíneo (Furchgott e Zawadzki, 1980; Furchgott et al, 1989).
0  endotélio tem também a função de regular o crescimento do músculo 
liso vascular, adesão e agregação plaquetária, controlando assim as funções 
cardiovasculares (Furchgott e Zawadzki, 1980). Portanto, qualquer desequilíbrio 
na produção e/ou liberação de fatores relaxantes derivados do endotélio e fatores 
constritores derivados do endotélio pode contribuir para a gênese de doenças 
cardiovasculares.
1.2. Fatores relaxantes derivados do endotélio
Após a descoberta da participação do endotélio na resposta dos vasos 
(Moncada et al., 1976), vários estudos foram realizados visando constatar o 
envolvimento ou não das células endoteliais sobre o efeito final dessas
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substâncias vasoativas. Assim, muitos vasodilatadores como a acetiicolina, 
substância P, bradicinina, adenosina trifosfato (ATP), trombina, ionóforo de Ca^ "" 
e histamina foram considerados como substâncias que requerem a presença de 
endotélio para produzir toda ou parte de sua ação. Por outro lado, os 
nitrovasodilatadores, fator natriurético atrial, inibidores de canais de e 
prostaciclina, foram classificadas como substâncias que apresentam sua ação 
vasorelaxante independente de endotélio (De Mey et a/., 1982; Furchgott 1984; 
Rapoport ef a/.,1983a; Scivoletto etal., 1984).
Dentre as várias substâncias vasodilatadoras conhecidas atualmente, 
serão abordadas, com maiores detalhes quatro importantes fatores envolvidos no 
vasorelaxamento: o óxido nítrico (NO), canais de potássio (K"), a prostaciclina e o 
fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). 0 papel da prostaciclina e 
do NO em mediar o relaxamento vascular já está bem estabelecido (Hysiop e De 
Nucci, 1991) mas a identidade e o mecanismo celular da ação do EDHF ainda 
não estão bem elucidados (Garland ef a/.,1995; Waldron etaL, 1996).
1.3. Óxido nítrico
Em 1980, Furchgott e Zawadzki demonstraram que a acetiicolina produzia 
relaxamento dos vasos isolados de coelho. Estes autores também descreveram 
que este fenômeno de vasodilatação era mediado por um fator humoral e de ação 
lábil, e dependente essencialmente da presença da camada endotelial intacta. Na 
seqüência das investigações, este fator foi denominando fator de relaxamento 
derivado do endotélio (FRDE ou EDRF para o termo em inglês endothelium- 
derived relaxing factor) (Cherry et a i, 1982). Posteriormente, Palmer et al (1987)
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demonstraram que o EDRF e NO apresentavam as mesmas características 
biológicas e químicas, e ambos eram a mesma molécula em estudo. No mesmo 
ano, esta proposta foi confirmada por outro grupo de pesquisadores, que 
sugeriram que tanto o EDRF quanto o NO apresentavam as mesmas 
propriedades químicas e farmacológicas (Ignarro et a i, 1987). A partir da 
descoberta da efetiva atividade do NO sobre o sistema cardiovascular, inúmeros 
trabalhos vêm sendo desenvolvidos demonstrando a ação deste mediador em 
outros sistemas biológicos, mediando importantes processos fisiopatológicos, tais 
como: transmissão nitrérgica periférica (Rand e Li, 1995) e comunicação 
intercelular no sistema nervoso central (Southam e Garthwaite, 1993), 
aterosclerose e patologias associadas, diabetes, neurotoxicidade incluindo 
alterações neurológicas como derrame cerebral, doença de Parkinson e 
demência em portadores de HIV (para revisão ver Dawson &Dawson, 1998; 
Moncada et al., 1991 e Moncada & Higgs, 1993).
0 NO pode ainda atuar como um neurotransmissor ou neuromodulador no 
sistema nervoso; como fator citotóxico no sistema imune, bem como parece estar 
relacionado com algumas lesões teciduais; como na isquemia de reperfusão e na 
morte excitatória neuronal (Para revisão ver Katayama, 1995; Wolf, 1997). Além 
disso, o NO está também envolvido em várias doenças, como artrite reumatóide, 
aterosclerose, câncer, diabetes, numerosas doenças degenerativas do sistema 
nervoso e infarto do miocárdio (para revisão ver Moncada et al., 1991; Hobbs et 
al., 1999).
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1.3.1. Síntese do NO
A síntese do NO ocorre a partir do nitrogênio do grupo guanidino do 
aminoácido L-arginina através da enzima óxido nítrico sintase (NOS), que 
apresenta grande homologia estrutural com a enzima citocromo P-450 redutase 
(Bredt et al., 1991). Através da ação da NOS, o aminoácido L-arginina é 
convertido inicialmente em N ° hydroxi-L-arginina, originando quantidades 
equimolares de NO e citrulina. Para que ocorra essa complexa reação essas 
isoformas de NOS utilizam o aminoácido L-arginina e vários outros cofatores 
como; flavina adenina dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotídeo (FMN), 
fosfato-dinucleotídeo-adenina-nicotinamida reduzida (NADPH) e 
tetrahidrobiopterina (TBH4) ( para revisão ver Crane et al., 1997; Mayer e 
Hemmens, 1997; Murad, 1999).
Três isoformas de NOS, foram clonadas, sendo todas homólogas e 
dividindo-se em duas categorias; NOS constitutiva e induzida (para revisão veja 
Hobbis et al., 1999; Murad, 1999). As duas isoformas de NOS constitutivas são; 
NOS neuronal (nNOS ou NOS tipo 1) e NOS endotelial (eNOS ou NOS tipo III). 
Elas foram encontradas originalmente em células neuronais e do endotélio 
vascular, respectivamente. A NOS induzida (iNOS ou NOS tipo II) geralmente é 
expressa em diferentes tipos celulares em resposta a estímulos imunológicos ou 
inflamatórios (Bredt e Snyder, 1990; Gorsky et al., 1990; Schimidt et a i, 1991)
A atividade, tanto a NOS endotelial como a neuronal são dependentes da 
formação do complexo Ca^ * /calmodulina, enquanto que a iNOS é independente 
da formação desse complexo. Esta enzima pode ser induzida em macrófagos, 
músculo liso e em célula da musculatura lisa vascular por endotoxinas
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bacterianas (LPS) e citocinas (interferon y, interleucinal, fator necrose tumoral e 
outras citocinas pró-inflamatórias) ( para revisão ver Murad, 1999).
0 NO, por ser um gás lipossolúvel, difunde-se livremente e tem seus 
efeitos determinados pela sua reatividade química. Como um radical livre, 
reagindo assim rapidamente com espécies contendo elétrons não pareados, 
como é 0 caso do ânion superóxido (O2') e dos metais (Mayer e Hermmens, 
1997). Dentro deste contexto, a interação entre NO e o 0 {, gera 0 ânion 
peroxinitrito (02' + N0= ONOO') (Beckman et a i, 1990), que também pode 
produzir vasorelaxamento por estimular a enzima guanilato ciclase solúvel que 
determina a elevação dos níveis de monofosfato cíclico de guanosina (GMPc) 
(Balazy etal., 1998; Mayer ef a/., 1995;Tarpey et a!., 1995).
1.3. 2. Mecanismo de vasorelaxamento induzido pelo NO
O mecanismo pelo qual o NO induz vasodilatação está ainda sujeito a 
intensos estudos, mas hoje se conhece uma série de eventos que participam da 
cascata de relaxamento induzida pelo NO. Em linhas gerais, o relaxamenjp 
dependente de endotélio induzido por vários vasodilatadores como a acetilcolina, 
bradicinina, substância P e outros, ocorre por meio de interação com receptores 
específicos nas membranas de células endoteliais, causando aumento na 
concentração intracelular de Ca^ '" (Boulanger e Vanhoutte, 1997). A elevação dos 
níveis de Ca "^ citoplasmático das células endoteliais resulta na formação do 
complexo Ca^Vcalmodulina, com conseqüente ativação da eNOS, e liberação de 
NO.
Eunice André____________________________________________________Introdução 9
Após a sua formação, o NO difunde-se rapidamente para as células 
vizinhas, podendo interagir com o grupamento heme da enzima guanilato ciclase 
solúvel (McCall e Vallance, 1992) promovendo desta forma sua ativação. Essa 
interação causa uma alteração conformacional da enzima, que por sua vez, 
converte o nucleotídeo trifosfato de guanosina (GTP) em GMPc (Furchgott, 1984; 
Ignarro et a/., 1982; Rubanyi, 1988; Schmidt, 1992). Na seqüência de eventos 
intracelulares o GMPc, um segundo mensageiro intracelular, ativa proteínas 
quinases específicas que fosforilam a cadeia leve de miosina e canais de 
potássio (K”"), promovendo assim sua ação vasorelaxante (Para revisão ver 
Brayden, 1996 e Moncada et a i, 1991) (Figura 3).
0 relaxamento da musculatura lisa vascular gerado pelo NO, associado
com 0 aumento do GMPc, já está bem estabelecido. Apesar disso, os
\
mecanismos envolvidos no relaxamento vascular produzido pelo GMPc não estão 
totalmente elucidados. Alguns estudos sugerem diferentes mecanismos que 
poderiam explicar como o GMPc produz relaxamento na musculatura lisa 
vascular, como a inibição da produção de inositol trifosfato (IP3) (Lang e Lewis, 
1989; Rapoport, 1986b; Rapoport e Murad, 1986b), a estimulação do seqüestro 
de Ca *^ intracelular (Garg e Hassid, 1991; Lincoln, 1983; Morgan e Newby, 1989) 
através da ATPase dependente de 0 ^ *  (Fiscus, 1988), o aumento da 
defosforilação da miosina quinase de cadeia leve (Rapoport et a/., 1983b), a 
inibição de canais de Ca^" operados por receptores (Godfraind, 1986), além da 
ativação de proteínas quinases dependentes de GMPc (PKG) que resulta na 
fosforilação e inativação da miosina quinase de cadeia leve (Fiscus, 1988; 
Popescu et a i, 1985; Rapoport et al, 1983b).
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Em 1994, Bolotina et al. demostraram que o NO, além de promover sua 
ação vasorelaxante via NO/GMPc, pode também agir diretamente sobre os 
canais de \C ativados por Ca^ "". Porém, o aumento da atividade desses canais 
pode estar ocorrendo devido a modificações química nos grupos suifidriias de 
proteínas que participam na regulação do tônus vascular (Figura 3).
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Figura 3. Desenho esquemático abrangendo os possíveis mecanismos 
envolvidos no vasorelaxamento causado por diversas substâncias. A 
prostaciclina (PGI2) ativa a adenilato ciclase (AC), elevando os níveis de 
adenosina monofosfato (AÍ\/IPc). 0  Óxido nítrico (NO) ativa a guanilato 
ciclase solúvel (GCs) aumentando os níveis de GMPc. 0 fator 
hiperpolarizante dependente de endotélio (EDHF) causa a abertura dos 
canais de K* ativados por Ca^ "^  na musculatura lisa vascular, levando á 
hiperpolarização. (CCDV) canal de cálcio dependente de voltagem, (CCOR) 
canal de cálcio operado por receptor, (adaptado de Vanhoutte e Boulanger, 
1995).
1.3.3. Envolvimento do NO no mecanismo de ereção peniana.
A ereção peniana resulta da interação entre o sistema nervoso central e 
fatores locais (Para revisão ver Lue e Tanago, 1987; Lue, 1992). Quando o pênis 
está em estado flácido, há uma influência do tônus simpático e as arteríolas 
terminais e músculos lisos sinusóides estão contraídos e existe uma quantidade 
mínima de fluxo sangüíneo nos espaços sinusoidais e nas vênulas subtúnicas.
Porém, durante um estímulo sexual a atividade do sistema parassimpático 
passa a ser predominante, o que resulta na diminuição da resistência periférica, 
dilatação das artérias cavernosas e helicinais, com conseqüente aumento do 
fluxo sangüíneo para os espaços lacunares do corpo cavernoso. Este processo é 
considerado como um evento hemodinãmico primário na ereção peniana (Lue et 
al., 1987; Andersson et al., 1987; Andersson , 1993), sendo que o mecanismo da 
ereção peniana é dependente da interação entre mecanismos autonômicos 
adrenérgícos, colinérgicos e não-adrenérgicos/não colinérgicos (NANC) (Saenz 
deTejada etal., 1988, 1989, 1991).
Traish et al., (1990) também demonstraram por meio de "binding" de 
radioligante a presença de receptores muscarínicos do tipo M2 e M3 no corpo 
cavernoso humano. Estes autores também usando esta mesma técnica, 
encontraram uma alta afinidade para esses receptores muscarínicos em 
membranas de células endoteliais de corpo cavernoso humano (Traish et al., 
1990).
(
Nos tecidos eréteis ocorre a liberação de uma sériè de substâncias 
químicas, destacando-se dentre elas o NO, um mediador muito importante no 
fenômeno da ereção peniana (Ignarro et al., 1990; Holmquist et al., 1991).
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Estudos histoquímicos têm demonstrado uma rede de neurônios contendo NOS 
no corpo cavernoso e pequenas artérias intracavernosas de ratos, humanos e 
cães (Burnett et al., 1992, 1993; Hayashida et al., 1996; Vizzard et al., 1994). 0 
relaxamento da musculatura lisa é mediado pelo NO que, durante o estímulo 
sexual, é sintetizado nos nervos terminais de neurônios NANC no pênis e 
também por células endoteliais que revestem os vasos sangüíneos e nos 
espaços lacunares da corporea cavernosa (Burnett et al., 1992).
0 relaxamento produzido pelo NO ou substâncias relacionadas ao NO no 
corpo cavernoso, ocorre através da estimulação da guanilato ciclase solúvel, 
levando ao aumento de GMPc no corpo cavernoso. O nível de GMPc na célula 
lisa muscular é regulado pelo equilíbrio que existe entre a velocidade da sua 
síntese pela guanilato ciclase solúvel e a velocidade de sua hidrólise pelas 
fosfodiesterases (PDE) específicas para GMPc (PDE 5 e 6) (Beavo, 1995). 
Portanto, agentes que inibem a hidrólise do GMPc, fazem com que este segundo 
mensageiro permaneça elevado, aumentando assim o relaxamento da 
musculatura lisa do corpo cavernoso facilitando a ereção peniana (Chuang et al., 
1998; Ballard ef a/., 1998).
Além disso, o NO pode estimular o acúmulo de GMPc, seguido pela 
abertura de canais de Kca e hiperpolarização, levando ao relaxamento do corpo 
cavernoso (Seftel et al., 1996; Simonsen et al., 1995). Desta forma, drogas que 
interferem com estes canais, podem também afetar o relaxamento e a contração 
neste tecido (Holmquist et al., 1988; Hediund et a i, 1994).
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1.4. Participação dos canais de potássio no relaxamento da musculatura lisa 
vascular
A despolarização e a hiperpolarização celular, através da inibição e 
ativação de canais de K*, respectivamente, são importantes mecanismos na 
regulação do tônus no músculo liso arterial. Fatores que regulam a atividade dos 
canais de K* têm influência sobre o tônus e o diâmetro dos vasos sangüíneos, e 
conseqüentemente, sobre a resistência vascular, fluxo e pressão sangüínea 
(Nelson et al., 1990; Nelson e Quayle, 1995). Nas artérias, os canais de \C são 
modulados por vasodilatadores fisiológicos que aumentam a atividade dos canais 
de K" e por vasoconstritores, que diminuem sua atividade. Quatro tipos de canais 
de \C têm sido descritos no músculo liso vascular (Standen e Quayle, 1998).
1) Canais de K* ativados por voltagem (Kv) - Esses canais abrem com a 
despolarização da membrana e são preferencialmente bloqueados por baixas 
doses de 4-aminopiridina.
2) Canais de K* sensíveis ao Ca^ "" (K ca ) - Esses canais abrem com a 
despolarização da membrana e com o aumento do Ca^ * intracelular. Os Kca são 
ainda classificados em três subclasses, de acordo com a permeabilidade ao Ca^ "^  
que apresentam. a) BKca. são canais de alta condutãncia (165 e 220 pS), b) 
MKcA/IKca de média condutãncia (30 e 80 pS), e c) os SKca de baixa condutãncia 
(~10 pS). Os BKca são bloqueados por concentrações nanomolares de 
caribdotoxina, iberotoxina, e são preferencialmente inibidos por baixas doses de 
tetraetilamônio (TEA). Os IKca são bloqueados por caribdotoxina e TEA, já os 
SKca por apamina e também pelo TEA.
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3) Canais de \C retificadores ( K ir ) - Esse tipo de canal é  aberto pela 
hiperpolarização da membrana e pelo aumento extracelular de K*, sendo 
bloqueado por baixas concentrações de cátions divalentes como o bário e o 
magnésio (Okabe eí a/., 1987).
4) Canais de K"" sensíveis ao ATP (Katp ) - Esse tipo de canal é aberto pela 
elevação dos níveis de ADP e fechado quando ocorre aumento nos níveis de 
ATP. K atp  são bloqueados por sulfoniluréias (glibenclamida) e abertos por 
pinacidil, cromacalim ou minoxidir(Clapp e Gurney, 1992; Clapp et al, 1993). 
Porém, existem várias outras substâncias capazes de inibir esses canais, mas 
devido a sua inespecificidade, são pouco utilizadas atualmente.
Todos esses canais atuam integrando uma variedade de estímulos 
vasoconstritores e vasodilatadores existentes, tanto sob condições fisiológicas 
como patológicas, sempre através da regulação do potencial de membrana e do 
estado de contratilidade celular (para revisão veja Brayden, 1996). Vários 
mecanismos podem estar envolvidos na modulação desses canais por meio de 
segundos mensageiros, mas eventos de fosforilação e defosforilação vêm sendo 
considerados como mais usuais (Catterall et al., 1991).
Tem sido demonstrado que os ativadores da guanilato ciclase solúvel 
podem hiperpolarizar a musculatura lisa vascular pela ativação de canais de K*. 
Outros estudos sugerem que o NO pode ativar direta ou indiretamente os canais 
BKca contribuindo para o relaxamento na musculatura lisa vascular (Archer et al., 
1994; Bolotina et al., 1994; Robertson et al., 1993; Williams et al., 1988). Além 
disso, os fatores relaxantes derivados do endotélio como o próprio NO e a 
prostaciclina, podem ativar um ou mais tipos de canais de K* no músculo liso
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vascular. Esta visão é baseada no uso de inibidores seletivos destas quinases 
e/ou pela aplicação direta de quinases purificadas bioquimicamente, sobre 
membranas contendo canais BKca (CarI et a/., 1991; Robertson et al., 1993; 
Schübert et al., 1996,1997; Taguchi et al., 1995). Também existem evidências 
demonstrando que vários vasodilatadores, como adenosina, peptídeo relacionado 
ao gene da calcitonina (CGRP), e agonistas p-adrenérgicos, podem ativar 
receptores acoplados a proteínas G, causando ativação da adenilato ciclase, 
elevando os níveis de AMPc e promovendo ativação da proteína quinase Á. 
Muitos canais de são ativados por essa via na musculatura lisa vascular, em 
particular os K atp  (Standen e Quayle, 1998).
Porém, nem todo o relaxamento dependente de endotélio ocorre somente 
pela liberação de NO ou de prostaciclina. Outras substâncias que hiperpolarizam 
a membrana das células da musculatura lisa também contribuem para o 
relaxamento dependente de endotélio.
Em artérias, agonistas muscarínicos, como a acetilcolina, induzem a 
liberação de um fator conhecido como fator hiperpolarizante derivado do 
endotélio (FHDE ou EDHF, do inglês endothelium-deríved hyperpolarizing factor) 
que é capaz de hiperpolarizar a membrana produzindo vasorelaxamento na 
musculatura lisa vascular (Bolton et al., 1984; Edwards e Weston, 1998). Este 
fator foi descoberto mediante realização de experimentos nos quais foi 
constatado que, durante o relaxamento vascular dependente de endotélio, havia 
a produção de um outro fator que era diferente do EDRF. Em 1988, Chen e 
colaboradores demonstraram que em aorta e artéria pulmonar de rato, a 
acetilcolina libera dois diferentes fatores derivados das células endoteliais, um
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EDRF e outro EDHF. Esta hipótese teve por base experimentos nos quais a 
hiperpolarizaçáo dependente de endotélio, induzida pela acetilcolina, persistiu na 
presença da hemoglobina e do azul de metileno (Chen et al., 1988).
Nos vasos sangüíneos de várias espécies de animais, a hiperpolarizaçáo 
causada pelo EDHF é resistente a inibidores das enzimas NOS, cicloxigenase, e 
à glibenclamida (Feletou e Vanhoutte, 1996). 0 EDHF hiperpolariza a membrana 
por ativar canais de K" sensíveis a caribdotoxina (Hashitani e Suzuki, 1997) e 
induz vasodilataçáo por inibir o influxo de Ca^ "" (Nelson et al., 1990) ou ainda por 
promover a produçáo de IP3 (itoh et a i, 1992). A pesar de vários estudos estarem 
sendo realizados, pouco se sabe a respeito do EDHF, mas algumas substâncias 
vem sendo sugeridas como sendo as responsáveis pelos seus efeitos, tais como; 
NO, ácidos epoxieicosatrienóicos, endocanabinóides, prostaciclina, espécies 
reativas de oxigênio e monóxido de carbono (para revisão veja Garland et al., 
1995, Mombouli e Vanhoutte, 1997). Edwards e Weston (1998) propõem que 0 
EDHF é o próprio cátion K'".
A produção e/ou liberação basal de EDHF é regulada pela concentração 
citosólica de Ca^ '', liberado dos estoques intracelulares e também pela via 
extracelular. Além disso, a calmodulina também parece estar envolvida nesta 
produçáo e/ou liberação do EDHF (Nagao e Vanhoutte , 1993).
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1.5. Participação da prostaciciina no relaxamento da musculatura lisa 
vascular
Os prostanóides (prostaglandina D2 , prostaglandina E2, prostaglandina 
p2a, prostaciciina e tromboxano A2) atuam através da via interação com 
receptores próprios acoplados a proteínas G, denominados DP, EP, FP, IP e TP, 
respectivamente (Kennedy et al., 1982; Pierce et al., 1995). Quando os 
prostanóides ativam os subtipos de receptores EP2, EP4, DP ou IP, presentes na 
musculatura lisa, promovem relaxamento (Negishi et a i, 1995).
A ação da prostaciciina é mediada especificamente por meio da ativação 
de receptores IP localizados na superfície das células. Em condições fisiológicas 
a prostaciciina é extremamente lábil, apresentando uma meia vida de 3 min. Este 
prostanóide também é considerado um potente antiagregante plaquetário. Esta 
atividade antiagregante da prostaciciina é de grande importância na prevenção 
de doenças, como trombose e infarto do miocárdio (Moncada et al., 1985). Além 
disso, a prostaciciina é considerada um potente vasodilatador, que relaxa a 
musculatura lisa vascular por elevar os níveis intracelulares de AMPc (Armstead, 
1995; Shaul et al., 1992; Tamaoki et al., 1993) e inibindo a liberação de Ca^ '" dos 
estoques intracelulares e/ou ativando canais de K* (Adeagbo e Malik, 1990; 
Minami etal., 1993; Parkington et al., 1995; Siegel et al., 1989). Foi demonstrado 
também que o iloprost, um análogo estável da prostaciciina, induz vasodilatação 
na artéria carótida de cão, através do aumento da permeabilidade ao K* e 
hiperpolarização (Siegel et al., 1989). Walch et al., (1999) demonstraram que 
somente 0 receptor IP é 0 responsável pelo relaxamento induzido por 
prostanóides na artéria pulmonar humana.
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Tendo em vista que muitas patologias cardiovasculares estão relacionadas 
a diminuição ou aumento de fatores constritores e relaxantes derivados do 
endotélio, e que um grande número de compostos vem sendo estudados na 
tentativa de encontrar novos medicamentos para tratar essas doenças, o 
presente estudo propõe estudar o mecanismo de ação relaxante do poligodial 
sobre os vasos de coelho e cobaia bem como sobre o corpo cavernoso de 
coelho.
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2. OBJETIVOS 
Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de:
1-Investigar os efeitos relaxantes causados pèlo sesquiterpeno poligodial na 
artéria pulmonar de coelho e de cobaia, aorta torácica de coelho e no corpo 
cavernoso de coelho in vitro.
2-Analisar os mecanismos envolvidos nas ações relaxantes do sesquiterpeno 
poligodial nos vasos de coelho e cobaia e no corpo cavernoso de coelho, com a 
utilização de antagonistas seletivos de receptores e inibidores de enzimas e 
canais iônicos.
3- Caracterizar, por meio de ensaios bioquímicos, a capacidade do sesquiterpeno 
poligodial em elevar os níveis de GMPc na musculatura lisa vascular.
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3. MATERIAL E MÉTODOS
3.1. Animais
Foram utilizados coelhos New Zealand (2,5 a 3,5 Kg) e cobaias Hartiey 
(250 a 300 g) de ambos os sexos, fornecidos pelo Biotério Central da 
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) criados em ambiente com 
temperatura controlada, ciclo claro/escuro de 12 h, com água e ração fornecida ad 
libitum.
3.2. Coleta das cascas da Drymis winterí
As cascas da D. winterí (Winteraceae) foram coletadas no município de 
Bom Retiro, Santa Catarina e a classificação botânica da espécie foi realizada no 
Departamento de Botânica da UFSC pela professora Leila da Graça Amaral. Um 
exemplar da planta está depositado e registrado sob o número 26313 no Herbário 
FLOR, do Horto Botânico da UFSC, em Florianópolis, Santa Catarina (Figura 1).
3.3. Isolamento e purificação do sesquiterpeno poligodial
0 estudo fitoquímico para o isolamento e caracterização química do 
sesquiterpeno poligodial foi realizado no laboratório de Produtos Naturais, do 
Departamento de Química da UFSC, pelos professores Drs. Rosendo A. Yunes e 
Valdir Cechinel Filho. As cascas da D. winterí foram secas em estufa a uma 
temperatura de 45 - 50 ®C. O material seco foi cortado em pequenos pedaços e 
macerado em metanol comercial à temperatura ambiente, durante 10 dias. 0 
extrato metanólico foi exaustivamente fracionado com diclorometano e, após a
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remoção do solvente, a fração foi submetida à cromatografia (Merck 60), 
resultando no isolamento do sesquiterpeno poligodial (Cechinel Filho et a i, 1998).
0 poligodial foi identificado por meio da comparação com amostra autêntica e de 
dados espéctroscópicos (ressonância nuclear magnética de próton e ressonância 
nuclear magnética carbono-13). Uma porção de material seco das cascas da 
planta (750 g) permitiu o isolamento de 240 mg de poligodial, correspondendo a 
um rendimento de 0,032% (Cechinel Filho et al., 1998). A estrutura molecular do 
sesquiterpeno poligodial está apresentada na Figura 2.
3.4. Análise farmacológica
3.4.1. Preparações de artérias pulmonares e aortas torácícas
Os animais utilizados nestes experimentos foram sacrificados por 
deslocamento da coluna cervical (cobaias) ou anestesiados com pentobarbital 
sódico seguido de deslocamento da coluna cervical (coelhos). A caixa torácica foi 
aberta para remoção da artéria pulmonar (de coelho e cobaia) e aorta torácica de 
coelho. Após a limpeza das preparações e retirada dos tecidos adjacentes, os 
anéis de aorta e artéria pulmonar (2 a 3 mm) foram montados em cubas de vidro 
contendo 5 ml da solução de Krebs-Henseleit com a seguinte composição (mM); 
NaCl 118,0, KCl 4,4, MgS04. 1 ,1 . CaCl2 2,5. NaHCOa 25,0, KH2PO4 1,2 e CeHizOe
11,0, (pH de 7,2 mantida à 37 ®C e aerada com 95% de O2 e 5% de CO2). Em 
alguns experimentos, 0 endotélio vascular foi intencionalmente removido com o 
auxílio de uma haste de metal. Após o período de equilíbrio, as preparações 
foram pré-contraídas com fenilefrina (1 |l i M )  e a integridade do endotélio foi 
avaliada pela capacidade da acetilcolina em (1 fiM) promover relaxamento. As
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preparações foram consideradas com endoíélio intacto quando a acetiicolina 
produziu relaxamento superior a 60% e sem endotélio quando a acetiicolina não 
apresentou qualquer efeito vasorelaxante (Furchgott e Zawadzki, 1980).
As artérias pulmonares foram submetidas a 1 g de tensão e a aorta de 
coelho a 2 g de tensão, e permaneceram em equilíbrio durante 60 min antes da 
adição de drogas ao banho, sendo a solução nutritiva renovada a cada 20 min. As 
alterações na tensão (contração e relaxamento) foram medidas isometricamente 
por meio de transdutores de força (TRI - 201) e registradas em polígrafo 6006 da 
Letica Instrumentos Científicos. A resposta contrátil submáxima induzida pela 
feniiefrina foi considerada como 100% e todas as respostas subsequentes foram 
calculadas como porcentagens deste valor. Os resultados (n=4 a 6) foram 
expressos em valores percentuais de contração ou relaxamento em relação aos 
controles.
3.5. Protocolo experimental para vasos isolados de coelhos e cobaias
3.5.1. Caracterização da ação vasorelaxante induzida pelo poligodial nas 
artérias pulmonares de cobaia e coelho e aorta torácica e coelho
Após 0 período de equilíbrio, as preparações foram contraídas pela adição 
de feniiefrina (1 i^ M) e uma vez estabelecido um platô para a resposta contrátil 
(aproximadamente 5 min), foi obtida uma única curva cumulativa concentração- 
resposta de relaxamento para o poligodial (0,0427 a 42,74 |j.M).
Todas as drogas utilizadas permaneceram em contato com o tecido por 20 
min antes da contração com feniiefrina. Para evitar a dessensibilização das
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preparações, somente uma única curva cumulativa completa para o poligodial foi 
obtida em cada preparação. Além disso, curvas controle para o poligodial foram 
obtidas simultaneamente em banhos adjacentes e somente um antagonista foi 
testado em cada preparação.
3.5.2. Análise histológica das artérias pulmonares de coelho
Para analisar se o poligodial estava causando lesão endotelial, anéis de 
artéria pulmonar de coelho foram coletados e colocados em formol 10%, antes e 
após a realização da curva cumulativa concentração-resposta para o poligodial 
(0,0427 a 42,74 nM). Os tecidos foram fixados em líquido de bouin e em seguida 
passaram por um processo de desidratados com solução alcoólica crescente . 
Após a desidratação dos anéis, estes foram impregnados em parafina, que depois 
de solidificados foram colocados no micrótomo para a realização dos cortes 
seriados. Os cortes foram colocados em água quente (40“-50 “C) afim de obter a 
distensão dos mesmos e em seguida foram colocados sobre lâminas contendo 
uma gota de albumina de Mayer. A desparafinização foi feito mediante a 
colocação das lâminas em xilol. Após esse procedimento, foi feito a hidratação 
dos anéis colocando-os em uma série de álcoois de graduação decrescente. Em 
seguida o material foi corado com hematoxilina/eosina ou Mallory. Para a 
obtenção do preparado permanente os tecidos fixados às lâminas, foram 
desidratados novamente com soluções alcoólicas crescentes e então cobertos 
com lamínulas. Após seca a montagem, foi realizada a leitura no microscópio.
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3.5.3. Influência do polígodial no vasorelaxamento dependente e 
independente de endotélio causado pela acetilcolina e pelo nitroprussiato 
de sódio (NFS)
■ Estes experimentos foram realizados com o objetivo de analisar se o 
poligodial poderia interferir com o relaxamento dependente e independente de 
endotélio produzido pela acetilcolina (0,001 - 30 pM ) ou pelo NPS (0,001 - 30 
pM ) respectivamente. Com este propósito, uma curva cumulativa concentração- 
resposta para a acetilcolina ou para o NPS foi obtida 60 min antes da realização 
da curva cumulativa concentração-resposta ao poligodial (0,0427 - 42,74 |j,M) em 
artéria pulmonar de coelho, com endotélio intacto. Em seguida, as preparações 
foram lavadas, e após 60 min, foram pré-contraídas com fenilefrina (1 pM) e 
novamente expostas a concentrações crescentes de acetilcolina ou NPS.
3.5.4. Análise da participação da via NO/GMPc no vasorelaxamento causado 
pelo poligodial em vasos de coelho e cobaia com endotélio
Para avaliar a participação da via do NO no efeito vasorelaxante produzido 
pelo poligodial, foram utilizadas preparações com endotélio intacto. Uma curva 
cumulativa concentração-resposta de relaxamento para o poligodial (0,0427 -
42,74 |iM) foi obtida, na ausência e na presença das seguintes drogas; N°-nitro-L- 
arginina metil ester (L-NAME, 100 i^ M), N"-nitro-L-arginina (L-NOARG, 100 |iM) 
inibidores da NOS e N“-nitro-D-arginine (D-NOARG, 100 nM) isômero inativo da 
L-NOARG. Também foram utilizados 6-anilino-5,8-quinolinediona (LY 83583, 10 
|uM) e 1H[1,2,4] oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ, 1 iiM) inibidores da 
enzima guanilato ciclase solúvel.
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3.5.5. Dosagem do nível de GMPc na aorta torácica de coelho após 
relaxamento com o poligodíal
Para a confirmação do possível envolvimento da via do NO/GMPc na 
' resposta reiaxante do poligodíal, anéis de aorta isoladas de coelho (pesando entre 
0,3 e 0,6 g) foram montados em cubas para órgão isolado sob as mesmas 
condições descritas anteriormente. Após a confirmação da presença do endotélio, 
as preparações foram incubadas com isobutilmetilxantina (IBMX, 10 i^M) e, 
decorridos 10 min-,■ foram novamente contraídas com fenilefrina (1 iiM). Após a 
estabilização da resposta contrátil, alguns anéis foram rapidamente congelados 
em nitrogênio líquido e ácido etilenoglicol-bis- (P-amino-etil-éster) N,N’- 
tetraacético (EGTA, 4 mM), sendo utilizados como controle para medida da 
concentração basal de GMPc. Outro grupo de preparações recebeu SNAP (10 
(iM) ou poligodíal (42,74 |u.M) durante 8 min (tempo necessário para a obtenção da 
resposta máxima de relaxamento), e logo após os anéis (n=14 para cada grupo) 
foram rapidamente congelados sob as mesmas condições descritas para o 
controle. Os tecidos foram então homogenizados e centrifugados. 0 
sobrenadante recolhido foi submetido à liofilização e os níveis de GMPc foram 
medidos por meio de kit de enzimaimunoensaio para GMPc da Amersham 
Pharmacia Biotech. Para tal, as amostras liofilizadas foram ressuspendidas em 
tampão do ensaio (kit). Os resultados foram expressos em fmol/mg de tecido.
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3.5.6. Papel dos canais de na resposta vasorelaxante induzida pelo 
pollgodial nos vasos de coelho e cobaia com endotélio
Para verificar se o vasorelaxamento causado pelo poligodial era devido a 
abertura de canais de K"", o efeito deste composto foi também avaliado (0,0427 -
42,74 (iM) na ausência e na presença de bloqueadores de canais de K", como; 
TEA (1 e 5 mM - bloqueador inespecífico de canais de K""), giibenclamida (3 e 30 
liM - bloqueador de canais de K'" sensíveis ao ATP), apamina (1 i^lVI - bloqueador 
de canais de K'" de baixa condutância sensíveis ao Ca^*), 4-aminopiridina (3 mM - 
bloqueador de canais de K"" ativados por voltagem) e caribdotoxina (100 nM - 
bloqueador de canais de K"" de alta condutância sensíveis ao Ca^*).
3.5.7. Análise do envolvimento dos receptores de membrana presentes nas 
células endoteilaís vasculares no efeito vasorelaxante do poligodial
Para analisar se o poligodial estava produzindo vasorelaxamento por atuar 
em receptores de membrana presentes nas células endoteliais tais como; 
receptores para substância P, bradininina e acetilcolina, foram realizadas curvas 
cumulativas concentração-resposta de relaxamento para o poligodial em artéria 
pulmonar de coelho com endotélio intacto, na ausência e na presença do , N^ - 
[(4R)-4-hydroxy-1-(1methyl-1H-indol-3-yl)carbonyl-L-prolyl]-N-methyphenylmethyi-
3-(2-naphthyl)-L-alaninamide (FK888,100 nM) e (S)-N-methyl-N [4-(4-acetyIamino-
4-phenylpiperidino)-2-(3,4-dichlorophenyl)butyl]benzamide (SR 48968, 100 nM) 
antagonistas seletivos de receptores NKi e NK2, respectivamente, HOE 140 
(1 laM) antagonista de receptores B2 das cininas ou atropina (1 |iM), antagonista 
não-seletivo de receptores muscarínicos.
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3.5.8. Influência do CGRP na ação vasoreíaxante induzida pelo poligodial
Para investigar a influência do CGRP no vasorelaxamento induzido pelo 
poligodial, foram realizadas curvas cumulativa concentração-resposta de 
relaxamento para o poligodial (0,0427 - 42,74 |aM)ma ausência e na presença de 
CGRP- 8-37 (100 nM) antagonista de receptores para CGRP. na artéria pulmonar 
de coelho com endotélio intacto.
3.5.9. -Influência dos metabólitos da cicloxigenase e da proteína quinase A 
na ação vasoreíaxante do poligodial
Para analisar a participação dos metabólitos da cicloxigenase ou ainda, da 
proteína quinase A, no vasorelaxamento induzido pelo poligodial, foram realizadas 
curvas cumulativa concentração-resposta de relaxamento para o poligodial em 
artéria pulmonar de coelho com endotélio intacto, na ausência e na presença de 
indometacina (1 e 10 ^M) inibidor da cicloxigenase, ou tetrahydro-8,11-epoxy-1H, 
BH, 11H-2, 7b, 11a-triaqzadibenzo[a, g]cycioocta[c, d, e]-trinden-1-one (KT 5720,
1 ]uM), inibidor da proteína quinase A .
3.5.10. Influência do poligodial na contração induzida pelo CaCl2
Para verificar a influência do poligodial na resposta contrátil induzida pelo 
Ca^ "", anéis de aorta torácica de coelho com e sem endotélio foram montadas de 
acordo com o protocolo já descrito acima. Para efetuar a retirada do Ca^ "^  as 
preparações foram lavadas com líquido de Krebs-despolarizante (K"" 80 mM) 
preparado pela substituição equimolar de NaCI pelo KCI sem Ca^ '", contendo 
EGTA (2 mM) durante 20 min, sendo a solução renovada a cada 10 min. Logo
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após, a solução foi substituída por outro líquido despolarizante (80 mM) sem Ca^ '^  
e sem EGTA por cerca de 20 min. Após esse período, foi realizada uma curva 
cumulativa concentração-resposta contrátil para o CaCl2, na ausência e na 
presença do poligodial (10 |j,M) incubado durante 20 min.
3.5.11. Isolamento e preparação do corpo cavernoso
Coelhos machos (2,5 a 3,5 Kg) foram anestesiados com pentobarbital 
sódico seguido de deslocamento da coluna cervical. 0 pênis foi retirado na 
região de inserção da crura e imediatamente colocado em solução de Krebs- 
Henseleit. 0 tecido cavernoso foi dissecado após remoção dos tecidos conectivos 
e da túnica albugínea. Após a limpeza, o corpo cavernoso foi colocado em cuba 
de vidro contendo 10 ml da solução de Krebs-Henseleit, pH 7,2 mantida à 37°C e 
aerada com 95% de O2 e 5% de CO2. Foi adicionado ao líquido indometacina 
(5,6 |j.M), com 0 objetivo de inibir a produção endógena de prostaglandinas. De 
cada animal foi obtido apenas um segmento de corpo cavernoso (2 - 3 cm de 
comprimento).
As preparações permaneceram em equilíbrio por 120 min sob 2 g de 
tensão antes da adição de qualquer droga ao banho, sendo a solução nutritiva 
renovada a cada 20 min. As alterações na tensão (contração e relaxamento) 
foram medidas isotonicamente por meio de transdutores de força (TRI - 201), e 
registradas em polígrafo 6006 da Letica Instrumentos Científicos. A resposta 
contrátil submáxima induzida pela fenilefrina (1 |iM) foi considerada como 100% e 
todos as respostas subseqüentes foram calculadas como porcentagens deste 
valor. Os resultados foram expressos em valores percentuais de relaxamento.
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3.5.12. Protocolo experimental utilizado no corpo cavernoso
Após o período de equilíbrio de 120 min, as preparações foram contraídas 
pela adição de fenilefrina (1 |j.M) e após estabelecido um platô para a resposta 
tônica (aproximadamente 5 min), foi realizada uma curva cumulativa 
concentração-resposta de relaxamento para o poligodial (0,0427 - 42,74 laM). 
Foram realizadas também curvas cumulativas concentração-resposta de 
relaxamento para acetilcolina (0,001 - 30 jiM) e NPS (0,001 - 30 |iM) com o 
objetivo de comparar o efeito relaxante do poligodial com duas outras substâncias 
bem conhecidas como relaxantes do corpo cavernoso.
Para investigar a participação da via NO/GMPc no efeito relaxante do 
corpo cavernoso de coelho, foram utilizadas algumas drogas que atuam nesta via, 
como inibidores da guaniiato ciciase solúvel (LY 83583, 30 (í M e ODQ, 3 e 10 
Todas as drogas permaneceram em contato com o tecido por 20 min antes 
da indução de contração com fenilefrina (1 i^ M). Uma vez estabilizada a 
contração, a acetilcolina, o NPS ou o poligodial foram adicionados 
cumulativamente ao banho.
Como o poligodial não causou dessensibilização nesta preparação, foi 
possível obter curvas cumulativas completas de relaxamento para o composto em 
cada preparação na ausência e na presença dos antagonistas, ou seja, antes da 
adição de qualquer droga ao banho foram obtidas cun/as controle de relaxamento 
para o poligodial.
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3.6. Drogas utilizadas
As drogas usadas foram; iodeto de acetilcolina, doridrato de fenilefrina, 
NPS, N°-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) N“-nitro-L-arginina (L-NOARG), N“- 
nitro-D-arginina (D-NOARG), NPS, bradicinina, Substância P, indometacina, TEA, 
apamina, 4-aminopiridina, caribdotoxina, CGRP-8-37, sulfato de atropina, IBMX, 
EGTA e PBS (solução tampão fosfato), todas da Sigma Chemical Co. St. Louis, 
U.S.A. glibenclamida e HOE 140 da Hoescht (Frankfurt, Alemanha), 
1H[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) da Tocris Cookson (Bailwin, 
MO,USA), 6-anilino-5,8-quinolinedione (LY 83583) da Research Biochemicals 
International (Natick, MA, USA), FK 888 da Fujisawa Phamaceutical Co, Ltda 
(Osaka, Japão), SR  48968 da Sanofi Recherche (Montpeilier, Franca), (KT 5720) 
da Calbiochem-Novabiochem Corporation La Joila (Canadá), kit de 
enzimaimunoensaio para GMPc da Amersham Pharmacia Biotech.
0 S-nítroso-acetil-DL-penicilamina (SNAP) foi gentilmente cedido pelo professor 
Jamil Assreuy.
As soluções estoques (1-100 mM) foram mantidas a -20 “C em tubos de 
plástico siliconizados e diluídas em PBS nas concentrações desejadas min antes 
de serem utilizadas. As soluções estoques para a maioria das drogas foram 
dissolvidas em PBS, exceto para a glibenclamida que foi dissolvida em solução de 
NaOH com 5% de glicose, KT 5720 e iBMX que foram dissolvidas em 
dimetilsulfoxido (DMSO), poligodial e indometacina que foram dissolvidas em 
etanol absoluto. A concentração final de etanol ou DMSO não excedeu 0,05% no 
banho e não apresentaram efeito per se no tônus basal das preparações ou na 
resposta aos agonistas.
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3.7. Análise estatística
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 
(E.P.M), exceto para a GE50 (concentração do agonista ou composto que produziu 
50% do efeito máximo de relaxamento) que está apresentada como média 
geométrica acompanhada de seus limite de confiança a 95% (Fleming et a i, 
1972). A análise estatística dos resultados foi realizado pelo teste ”t” de Student 
para as amostras não-pareadas. Diferenças entre os grupos foram consideradas 
significativas ao nível de P  < 0,05 ou P  < 0,01.
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4. RESULTADOS
4.1. Influência do endotélio vascular na ação vasorelaxante induzida pelo 
poligodial nas artérias pulmonares de coelho e cobaia e na aorta torácica de 
coelho.
0 poligodial produziu relaxamento concentração-resposta nas artérias 
pulmonares de coelho e de cobaia e na aorta torácica de coelho com endotélio, 
pré-contraídas com fenilefrina (1 nM) (Figura 4 e 5). A potência e o relaxamento 
máximo causado pelo poligodial não diferiram nos tecidos estudados. Além disso 
esse relaxamento causado pelo poligodial (CEso 0,87 |o,M (0,4 - 1,8) e Rmáx de 
75,0 ± 3% foi semelhante ao causado pela acetilcolina e pelo nitroprussiato de 
sódio (NPS) (CEso para a acetilcolina 0,45 |aM (0,03 - 5,8) e NPS 0,83 (0,02 - 
338) na artéria pulmonar de coelho e Rmáx 88,0 ± 2% 91,4 ± 1%, 
respectivamente). Quando o endotélio vascular foi removido intencionalmente, o 
vasorelaxamento causado pelo poligodial foi reduzido significativamente na 
artéria pulmonar de cobaia e coelho, bem como na aorta torácica de coelho 
(Figura 5). Os valores das CEsos e Rmáx estão demonstrados na Tabela 1.
Figura 4- Registro típico mostrando o relaxamento causado pelo NPS 
(0,001-30 i^M), acetilcolina (Ach - 0,001-30 ^M) e poligodial (0,0427-42,74 ^M) 
na artéria pulmonar de coelho pré-contraída com fenileprina (Phen) 1 nM.
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Figura 5- Curvas concentração-resposta de relaxamento obtidas para o poligodial 
em anéis de artéria pulmonar de cobaia (A) e coelho (B) ou na aorta torácica de 
coelho (C) com (E+) e sem (E-) endotélio, pré-contraídos com fenilefrina (1 |iM). 
Cada ponto representa a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam 
os E.P.M. Difere significativamente do valor controle, * P < 0,05, ** P < 0,01.
Tabela 1- Potência e relaxamento máximo para o poligodial em vasos de cobaia e 
coelho.
Euníce André__________________________________________________ Resultados 36
Poligodial (E+) Poligodial (E-)
Tecidos CE5o(^lM) Emax(%) CEso(^M) Ema*(%)
Aorta torácica de coeltio 0,87(0,40-1,81) 75,00±2,91 > 42,74 17,37±2,82**
Artéria pulmonar de coelho 0,95 (0,66 -1,38) 72,83±3,80 > 42,74 31,65±1,35**
Artéria pulmonar de cobaia 1,07 (0,32-3,54) 78,66±3,48 > 42,74 26,33±2,02**
Cada grupo representa a média ± E.P.M. de 4 a 6 experimentos.
Difere significativamente dos resultados obtidos nas preparações com endotélio( E+). 
P<0,01.
4.2. Efeito do poligodiai no relaxamento induzido pelo NPS e pela 
acetilcolína na artéria pulmonar de coelho com endotélio.
Como. pode ser observado na Figura 6, o vasorelaxamento causado pela 
acetilcolina, mas não pelo NPS na artéria pulmonar de coelho, foi completamente 
abolido após a realização de uma curva cumulativa de relaxamento para o 
poligodiai (0,0427-42,74). Este efeito também foi observado na artéria pulmonar 
de cobaia e aorta torácica de coelho. Essa dessensibílização causada após a 
curva cumulativa concentração-resposta de relaxamento induzida poligodiai, foi 
também observada na presença de outros vasodilatadores como a bradicinina, 
substância P e o próprio poligodiai (dados não mostrados). Doses isoladas do 
poligodiai também causam dessensibilização nos vasos estudados (dados não 
mostrados). No entanto, a resposta contrátil para a fenilefrina não foi alterada.
A incubação de L-arginina (3 mM) por um período de uma hora não foi 
capaz de reverter este efeito de dessensibilização causado pelo poligodiai.
A análise histológica das artérias pulmonares de coelho não revelou 
qualquer lesão endotelial (dados não mostrados).
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Figura 6- Curvas concentraçâo-resposta de relaxamento obtidas para o NPS e 
para a acetilcolina, em anéis de artéria pulmonar de coelho com endotélio, pré- 
contraídos com fenilefrina (1 iiM). Cada ponto representa a média de 5 
experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do 
valor controle * P  < 0,01.
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4.3. Efeito de inibidores da enzima NOS na ação vasorelaxante mediada pelo 
poligodial.
Os resultados apresentados na Figura 7 mostram que a pré-incubação dos 
anéis de artéria pulmonar de coelho com os inibidores da enzima NOS, L-NAME 
(100 laM) ou L-NOARG (100 |aM), inibiu significativamente o relaxamento 
dependente de endotélio causado pelo poligodial nas preparações pré-contraídas 
com fenilefrina (1 ixM). A adição do isômero inativo a D-NOARG (100 inM) não 
alterou a ação vasorelaxante induzida pelo poligodial (Figura 7). Resultados 
semelhantes a esses foram observados nos vasos da artéria pulmonar de cobaia 
e aorta torácica de coelho (Tabelas 3 e 4).
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Figura 7- Curvas concentração-resposta de relaxamento obtidas para o poligodial 
na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraída com fenilefrina (1 |iM) 
obtida na ausência (O) ou na presença dos inibidores da NOS, L-NOARG (A) ou 
seu isômero inativo D-NOARG (T) (B) ou L-NAME (A) (A). Cada ponto 
representa a média de 4-5 experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M. 
Difere significativamente do controle, * P  < 0,05 e ** P  < 0,01.
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4.4. Efeito de inibidores da enzima guanilato ciclase solúvel na ação 
vasorelaxante mediada pelo poligodial.
Ambos os inibidores da guanilato ciclase solúvel, ODQ (1 iiM) ou o LY 
83583 (10 |iM), inibiram marcadamente a ação vasorelaxante causada pelo 
poligodial na artéria pulmonar de coelho pré-contraída com fenilefrina (1 /iM) 
(Figura 8). Resultados semelhantes a estes foram observados em anéis de artéria 
pulmonar de cobaia e aorta torácica de coelho (Tabelas 3 e 4).
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Figura 8- Curvas concentração-resposta de relaxamento obtidas para o poligodial 
na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraída com fenilefrina (1jxM), 
na ausência (O) ou na presença (A ) dos inibidores da enzima guanilato ciclase 
solúvel, ODQ e LY 83583. Cada ponto representa a média de 4-5 experimentos e 
as linhas verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do controle * P < 
0,05 ou **P<0,01.
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4.5. Efeito do poligodial sobre o nível de GMPc na aorta torácica de coelho.
Os resultados da Figura 9 demonstram claramente que, quando os anéis 
de aorta torácica de coelho foram submetidos à presença do SNAP (10 }iM), 
ocorreu um aumento significativo do nível de GMPc. Resultados semelhantes 
foram obtidos nas preparações relaxadas pela adição do poligodial (42,74 i^ M), 
causando aumento significativo do nível de GMPc, quando comparado com o 
nível basal (Figura 9).
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Figura 9- Efeito do poligodial e do SNÀP no conteúdo de GMPc na aorta torácica 
de coelho com endotélio intacto, pré-contraído com fenilefrina (1 i^ M). (**) Nível de 
GMPc significativamente maior do que nos tecidos controle (valor basal). Cada 
coluna representa a média de 3 experimentos e as linhas verticais indicam os 
E.P.M. Difere significativamente do controle ** P < 0,01.
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4.6. Papel dos canais de na resposta vasorelaxante induzida pelo 
polígodíal na artéria pulmonar de coelho.
Os resultados da Figura 10 mostram que a pré-incubação dos anéis de 
artéria pulmonar de coelho com bloqueadores de canais de como o TEA 
(5 mM) ou a glibenclamida (30 piM) inibiu de forma parcial mas significativa o 
efeito vasorelaxante induzido pelo poligodial. Os valores da Rmáx estão 
demonstrados na Tabela 2. Entretanto, a 4-aminopiridina (3 mM), apamina (1 i^ M) 
ou a caribdotoxina (100 nM) falharam em inibir a ação do poligodial (Figura 11). 
Resultados semelhantes a estes foram encontrados na artéria pulmonar de 
cobaia e na aorta de coelho (Tabelas 3 e 4).
B
0,0427 0,427 4,27 42,74 
Poligodial (^M)
I----- \------1----- 1------1----- 1------1
0,0427 0,427 4,27 42,74 
Poligodial (^M)
Figura 10- Curvas concentração-resposta de relaxamento obtidas para o 
poligodial na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraída com 
fenilefrina (1 |j.M) na ausência (o ) ou na presença (A) dos bloqueadores de 
canais de K'^ , TEA (A) e glibenclamida (B). Cada ponto representa a média de 4-6 
experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do 
controle * P  < 0,05 ou ** P  < 0,01 .
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Figura 11- Curvas concentração-resposta de relaxamento obtidas para o 
poligodial na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraída com 
fenilefrina (l^iM) na ausência (o) ou na presença (A) dos bloqueadores de canais 
de K"" 4-aminopiridina (A) , apamina (B) e caribdotoxina (C). Cada ponto 
representa a média de 4-6 experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M.
4.7. Efeito dos antagonistas dos receptores para substância P, receptores 
muscarínicos e Ba para cininas no vasorelaxamento causado pelo poiigodial 
na artéria pulmonar de coelho.
Os resultados apresentados na Figura 12 demonstram que os antagonistas 
de receptores taquicinérgicos NKi (FK 888, 100 nM) e NK2 (SR 48968, 100 niVI), 0 
antagonista de receptores muscarínicos (atropina, 1 |j.M) ou o antagonista de 
receptores B2 para cininas (HOE 140, 1 fiM) não modificaram de maneira 
significativa 0 vasorelaxamento produzido pelo poiigodial na artéria pulmonar de 
coelho. Os valores da CE50 e  Rmáx estão demonstrados na Tabela 2.
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Figura 12- Curvas concentração-resposta de relaxamento obtidas para o 
poligodial na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraída com 
fenilefrina (1m.M) na ausência (o) ou na presença (A) dos antagonistas seletivos 
de receptores taquicinérgicos NKi (FK 888) (A) e NKa (SR  48968) (B), 
antagonista não seletivo de receptores muscarínicos (atropina) (C) e antagonista 
seletivo de receptores B2 (H0E 140) (D). Cada ponto representa a média de 4-6 
experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M.
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4.8. Efeito do CGRP na ação vasorelaxante induzida pelo polígodial na 
artéria pulmonar de coelho.
Como pode ser observado na Figura 13, a ação vasorelaxante induzida 
pelo polígodial, também não foi alterada de maneira significativa pelo 
antagonista de receptores do CGRP (CGRP- 8,37; 100 nM).
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Figura 13- Curvas concentração-resposta de relaxamento obtidas para o 
poligodial na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraída com 
fenilefrina (1 I^M) na ausência (o) ou na presença (A ) do antagonista do receptor 
de CGRP (CGRP-8,37). Cada ponto representa a média de 4-6 experimentos e as 
linhas verticais indicam os E.P.M.
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4.9. Efeito dos metabólítos da cicloxígenase sobre a ação vasorelaxante 
induzida pelo poligodial na artéria pulmonar de coelho.
0 inibidor inespecífico das cicloxigenases (indometacina, 1 e 10 i^M) não 
alterou de maneira significativa a ação vasorelaxante induzida pelo poligodial na 
artéria pulmonar de coelho (Figura 14). Os valores da CE50 e R^ áx estão 
demonstrados na Tabela 2.
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Figura 14- Curvas concentração-resposta de relaxamento obtidas para o 
poligodial na artéria pulmonar de coelho com endotélio pré-contraida com 
fenilefrina (1 }iM) na ausência (O) óu na presença (A ) do inibidor da enzimas 
cicloxigenases (indometacina). Cada ponto representa a média de 4-6 
experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M.
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4.10. Efeito do inibidor da proteína quinase A na ação vasoreiaxante 
induzida pelo poligodiai na artéria pulmonar de coelho com endotéiio.
0 inibidor específico da proteína quinase A (KT 5720, 1 |iM) não modificou 
a resposta vasoreiaxante induzida pelo poligodiai na artéria pulmonar de coelho 
(Figura 15). Os valores da CE50 e Rmáx estão demonstrados na Tabela 2.
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Figura 15- Curvas concentração-resposta de relaxamento obtidas para poligodiai 
na artéria pulmonar de coelho com endotéiio pré-contraída com fenilefrina (1 i^ M) 
na ausência (o ) ou na presença (A) do inibidor de proteína quinase A (KT 5720). 
Cada ponto representa a média de 4-6 experimentos e as linhas verticais indicam 
osE.P.M.
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4.11. Influência do pollgodial na contração induzida pelo CaCb na aorta 
torácica de coelho com e sem endotélio.
A resposta contrátil induzida pelo CaCb nos anéis de aorta torácica de
coelho com e sem endotélio não foi alterada na presença do poligodial (10 nM) 
incubado durante 20 min antes da realização da cur^a cumulativa concentração- 
resposta ao CaCb (Figura 16).
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Figura 16- Curvas concentração-resposta de contração obtidas para o CaCla na 
aorta torácica de coelho com e sem endotélio na ausência (O) e na presença (A ) 
do poligodial. Cada ponto representa a média de 4-6 experimentos e as linhas 
verticais indicam os E.P.M.
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Tabela 2- Efeito de diferentes classes de drogas no relaxamento induzido 
pelo poligodial na artéria pulmonar de coelho com endotélio .
Drogas Concentração Ausência Presença
CEso(nM) Rmáx(%) CEso iliM ) Rmáx(%)
L-NOARG 100 jiM 1.7(0,005-53,7 83.8±8.8 > 42.74 44.0±0,4**
L-NAME 100 |iM 2,45(0,02-354) 65.0±8,0 > 42.74 26.8±8,7**
D-NOARG 100 nM 1,7(0,005-53,7 83,8±8.8 3.9(8.711.5) 76,6±3,0
ODQ 1 nM 3,5(1,1-10,9) 74.09±5.1 > 42,74 20,0±4,1**
LY 83583 lO^M 2,7(0,1-70,8) 72.5±3.4 > 42.74 7,1±0,6**
TEA 5mM 6,1(1,2-30,9) 85.1 ±4.7 > 42.74 37,7±7,7*
Apamina 1 nM 2.5(1,0-6,4) 61.7±0,8 2,7(1,7-4,3) 59,2±4,6
Caribdotoxina 100 nM 2,7(1.0-7.0) 75,1 ±3,7 1,9 (1.1-3.2) 84,1 ±6,1
Glibenclamida 30 1.4 (1.0-2.4) 75.4±2.9 3,9(1,7-8.7) 56,7+2,0*
4-Aminoplridina 3 mM 1.2 (0,2-9,8) 70,0±9,2 1,8 (0,6-5.3) 79,1 ±3.1
Indometacina 1 i^ M 1.8(0,9-3,7) 73.5±8.6 2.7 (1,6-4.3) 64,1 ±6,4
Indometacina 10 í^M 1,6 (0,3-8,1) 76.3±6.2 2.9(0.1-14,3) 56,4±4,3
SR48968 100 nM 2.9 (0,3-2,7) 69,8±1,4 3,7(1,2-11,7) 74,8±9,0
FK888 100 nM 3.2 (0.8-13,3) 73,0±4.2 2.6 (0.4-18,5) 72.6±5.5 ,
KT5720 1 [iM 0,9 (0,2-3,8) 71,1±2,2 0,9 (0,3-3,3) 66,3±7,9
Atropina 1 |iM 3,0(2,4-3,0) 75,5+5,3 6,9(2,8-17,3) 69,2±6,3
HOE 140 1 ^M 2,4(0,3-19,0) 68,3±1 .6 > 42,74 51,7+2,8
Cada grupo representa a media ± E.P.M. de 4 a 6 experimentos. 
Difere significativamente do grupo controle, * P  < o,05, **P< 0,01.
Tabela 3- Efeito de diferentes classes de drogas no relaxamento Induzido 
pelo polígodíal na artéria puinnonar de cobaia com endotéiio.
Drogas Concentração Ausência Presença
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CEso(^M) Rmáx(%) CEso(u M) Rmáx (% )
L-NOARG 100 nM 0.9(0,4-1,8) 79,2±0,7 > 42,74 54,4±3,7**
LY 83583 10 nM 1,4(0,5-3,9) 76,4±4,4 > 42,74 13,8±0,8**
TEA 1 mM 27(1,5-5,0) 89,3±5,8 2,1 (1.8-2,4) 86,6±1,3
Glibenclamida 3 2,4(1,0-5,9) 89,1±5,8 3,2 (0,8-12,5) 74,0±4,1
Apamina 1 17(1,0-2,9) 79,7+5,2 1,9(1,5-25,0) 72,9±2,0
Cada grupo representa a media ± E.P.M. de 4 a 6 experimentos. 
Difere significativamente do grupo controle, ** P  < 0,01.
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Tabela 4- Efeito de diferentes classes de drogas no relaxamento induzido 
pelo poligodial na aorta torácica de coelho com endotélio.
Drogas Concentração Ausência Presença
CEsoí i^M) Rmáx {% ) CEso(nM) Rmáx(%)
L-NOARG 100 0,7(1.5-0.3) 71,9±4,9 > 42,74 17,4±2,9**
L-NAME 100 |iM 3,9(1,4-11,2) 74,7±3,9 > 42,74 20,1 ±1.6**
ODQ 1 0,5(0,2-1,3) 79,2±1,5 > 42,74 13,8±3,2**
LY 83583 10 nM 3.1(0,9-9,5) 72,9±4,9 > 42,74 22,7±0,5**
TEA 5mM 0,4 (0,05-3,5) 69,6+5,4 0,9 (0,2-4,3) 62,8±4,4
Apamina 1 i^ M 1.4(0,4-5,2) 67,2±5,5 3,1 (0,7-12.0) 65,3+4,9
Glibenclamida 30 2,9 (2,6-3,4) 70,8±3,2 3.7(1,9-7,4) 64,3+5,7
4-aminopiridina 1 mM 1,3(0,2-11,2) 67,6±1,4 2,5(0,1-6.6) 66,9±1.8
Cada grupo representa a media ± E.P.M. de 4 a 6 experimentos, 
Difere significativamente do grupo controle, ** P <  0,01.
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4.12. Efeito dos inibidores da guanilato ciclase solúvel no relaxamento 
induzido pelo poligodial no corpo cavernoso de coelho.
Tanto 0 poligodial (CEso 2,8 |j,M (0,38-11,5) e Rmáx 97,75 ± 2,22%) como a
»
acetilcolina (CEso 0,38 |iM (0,1-1.17) e R^ áx 96,20 ± 1,9%) e o NPS (CEso 0,30 
(0,6-1,5) e Rmáx 100 ± 00%) produziram relaxamento concentração-dependente do 
corpo cavernoso de coelho pré-contraído com fenilefrina (1 |j,M) (Figura 17 e 18). 
A potência e relaxamento máximo apresentado pelo poligodial no corpo 
cavernoso de coelho não diferiu, de maneira significativa, do relaxamento 
observado para a acetilcolina e NPS, bem como para o relaxamento observado 
por esse composto nos vasos de coelho e cobaia. A incubação prévia do inibidor 
da guanilato ciclase solúvel, o LY 83583 (10 |iM), inibiu marcadamente a ação 
relaxante causada pelo poligodial (37,3 ± 13,8%) e pela acetilcolina (Rmáx 49,9 ± 
9,9%) (Figura 18). Além disso, o efeito relaxante apresentado pela acetilcolina e 
pelo NPS também foi inibido por outro inibidor da guanilato ciclase solúvel, o ODQ 
3 e 10 |j,M (68,0±6,3%, 45,0±0,1% respectivamente).
Figura 17- Registro típico mostrando o relaxamento causado pelo NPS 
(0,001-30 ^M) acetilcolina (ACh - 0,001-30 ^M) e poligodial (0,0427-42,74 ^M) 
no corpo cavernoso de coelho pré-contraído com fenileprina (Phen) 1 ^M.
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Figura 18 - Curvas concentração-resposta para o relaxamento obtidas para a (A) 
acetilcolina (B) o NPS e (C) o poligodiai no corpo cavernoso isolado de coelho na 
ausência ou na presença de inibidores da guanilato ciclase solúvel, LY 83583 e 
ODQ. Cada ponto representa a média de 3 - 4 experimentos e as linhas verticais 
indicam os E.P.M. Difere significativamente do valor controle, * P < 0,05 ** P < 
0 ,01.
5. Discussão
Os resultados do presente estudo demonstram que o sesquiterpeno 
poiigodial, composto isolado das cascas da D.winteri, uma planta medicinal usada 
pela população no tratamento de muitas doenças inflamatórias como a asma, a 
alergia e a bronquite (Morton, 1981) xausou um relaxamento concentração- 
dependente nos vasos de coelho e cobaia com endotélio intacto, bem como no 
corpo cavernoso de coelho, pré-contraído pela fenilefrina. Contudo, o 
relaxamento causado pelo poiigodial foi marcadamente reduzido nas preparações 
em que o endotélio vascular foi_ removido (aproximadamente 80%). Esses dados 
demonstram que essa ação__groduzida pelo poiigodial parece depender da 
liberação de substâncjas yasorelaxantes liberadas pelo endotélio vascular.
0 fato do sesquiterpeno poiigodial ter produzido acentuado relaxamento 
em vasos com endotélio intacto e no corpo cavernoso nos possibilitou direcionar 
esse trabalho, visando investigar o efeito relaxante causado por este composto. -
Em todos os vasos estudados observamos que o poiigodial aboliu 
completamente a ação vasorelaxante induzida pela acetilcolina, mas não para o 
NPS. Além disso, o poiigodial também causou dessensibilização para outros 
vasodilatadores como a bradicinina e a substância P. Porém, não foi observado 
qualquer alteração nas respostas contrateis induzidas pela fenilefrina. A 
incubação da L-arginina no banho, por um período de uma hora, também não foi 
capaz de reverter este efeito de dessensibilização.
A análise histológica realizada na artéria pulmonar de coelho, não demonstrou 
qualquer lesão endotelial produzido por esse composto. Dessa maneira, é 
possível excluir a possibilidade do poiigodial estar causando lesão endotelial.
Euníce André________________________________ _________ _ _____ Discussão 55
mas não é possível analisar se estas células endotelias ainda estão 
funcionalmente viáveis. É possível também que este composto possa estar 
alterando algum outro mecanismo intracelular importante para o vasorelaxamento 
dependente de endotélio.
Como descrito anteriormente, o relaxamento na musculatura lisa vascular 
pode ocorrer pela liberação de vários mediadores derivados do endotélio, tais 
como: NO, EDHF e prostaciclina. Desta forma, avaliamos o possível envolvimento 
da via do NO no relaxamento induzido pelo poligodial. Para tanto, utilizamos 
inibidores da NOS como a NAME e L-NOARG e seu isômero inativo, D-NOARG. 
Foi observado que o relaxamento causado pelo poligodial, foi significativamente 
antagonizado pelos inibidores da NOS. Esses mesmos inibidores foram também 
efetivos em antagonizar o relaxamento causado pela acetilcolina. Porém, o D- 
NOARG, o isômero inativo da L-NOARG, falhou em interferir com o 
vasorelaxamento produzido pelo poligodial confirmando que a ação 
vasorelaxante produzida pelo poligodial, depende da liberação de NO ou de uma 
substância relacionada ao NO do endotélio vascular (Furchgott et a!., 1984).
Foi demonstrado que, na aorta de rato, o NO é o fator relaxante 
predominante derivado do endotélio (Zygmunt et al., 1994) sendo particularmente 
sensível ao efeito inibitório da L-NOARG sobre a resposta vasorelaxante (Vargas 
et al., 1991). Os inibidores da NOS são análogos do substrato L-arginina e por 
isso competem com o aminoácido pelo sítio ativo desta enzima, promovendo 
assim um bloqueio da atividade enzimática (Frew et al., 1993; Ishii et a i, 1990). A 
potência de inibição pode variar consideravelmente entre diferentes inibidores da 
NOS (Frew et al., 1993; Ishii et al., 1990). Na musculatura lisa vascular, os
Eunice André__________________________________  Discussão 56
análogos da L-arginina antagonizam o relaxamento dependente de endotélio e 
causam contração por bloquear a liberação basal de NO. Estes efeitos podem ser 
revertidos pela adição da L-arginina, mas não pelo seu enantiômero a D-arginina 
(Moncada et a i, 1991).
Nossos resultados nos permitem ainda sugerir que o poligodial pode estar 
agindo sobre a eNOS, levando á liberação de NO e Conseqüentemente 
causando relaxamento da musculatura lisa vascular, tanto nas artéria pulmonares 
de coelho>@’ de cobaia como na aorta torácica de coelho.
A produção de NO no endotélio vascular ocorre quando existe um aumento 
na concentração de Ca^ "" intracelular. Essa elevação de Ca  ^ intracelular ativa a 
eNOS, uma enzima dependente de Ca^Vcalmodulina. Porém, a atividade desta 
enzima é marcadamente atenuada pela sua interação com uma proteína 
chamada de caveolina. Os resultados do presente estudo permitem ainda sugerir 
que 0 poligodial poderia estar facilitando o rompimento do complexo 
eNOS/caveolina, facilitando sua interação com o complexo Ca^Vcalmodulina 
(Feron ef a/., 1998a, 1998b).
A possível participação da via da guanilato ciclase solúvel na resposta 
vasorelaxante causada pelo poligodial nos vasos de cobaia e coelho, foi também 
investigada pelo uso de antagonistas da guanilato ciclase solúvel, o LY 83583 
(Luo e Vicent, 1995; Muisch et a i, 1988) e outro mais seletivo o ODQ (Garthwaite 
et a/., 1995). 0 LY 83583 interage com o grupamento heme, inibindo assim a 
guanilato ciclase solúvel. Porém, foi demonstrado que o LY 83538 suprime não 
somente o vasorelaxamento dependente de endotélio (Cherry et a i, 1990; 
McLeod et a i, 1987; Müish et a i, 1988), como também aquele independente do
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endotélio vascular causado por NO exógeno gerado de drogas 
nitrovasodilatadoras (Barbier e Lefebvre, 1992; Furchgott e Jothianandan, 1991; 
Kontos e Enoch, 1993; Müish etal., 1988). Além disso, foi demonstrado que o LY 
83583 pode gerar ânion superóxido inativando assim o NO (Palmer et al., 1987; 
Kumagai et al., 1998). É também conhecido que o LY 83583 pode inibir 
diretamente a produção do NO das células endoteliais em concentrações em que 
a guanilato ciclase solúvel não é afetada, sugerindo dessa forma que essa droga 
também atua por inibir a NOS (Cherry et al., 1990; Müisch et al., 1989). Estes 
vários efeitos apresentados pelo LY 83538 podem no entanto dificultar a 
interpretação de alguns resultados. Visando eliminar essas dificuldades, foi 
utilizado o ODQ, que é considerado um potente inibidor da atividade da guanilato 
ciclase solúvel em concentrações que não interferem com a guanilato ciclase 
particulada ou a adenilato ciclase (Garthwaite et al., 1995). Foi demonstrado 
também que este composto liga-se de maneira competitiva com o NO, no sítio da 
guanilato ciclase solúvel por meio da oxidação do grupamento heme desta 
enzima (Schrammel etal., 1996).
Nossos resultados demonstram que tanto o tanto o LY 83583 quanto o 
ODQ foram efetivos em inibir a resposta relaxante causada pelo poligodial 
confirmando portanto, a participação da guanilato ciclase solúvel neste efeito 
vasorelaxante. Tais resultados ainda reforçam as evidências de que os efeitos 
relaxantes do poligodial em artéria pulmonar de coelho e de cobaia e na aorta 
torácica de coelho, pode estar ocorrendo pela liberação de NO com um 
conseqüente aumento da atividade basal da guanilato ciclase solúvel. , ,
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Após o NO ter reagido com a guaniiato ciclase solúvel, esta catalisa a 
conversão de GTP em GMPc, o que por sua vez é o responsável pelo 
relaxamento observado na musculatura lisa vascular (Murad, 1986). 0 GMPc 
ativa proteínas quinases, que por sua vez podem: diminuir a concentração de 
intracelular por inibição da fosfolipase C (Hirata et a i, 1990; Rapoport, 
1986), inibir o receptor de IP3 0 qual está envolvido na liberação de Ca^ "" do 
estoque intracelular (Koga et al., 1994; Komalavilas e Lincoln, 1994), ou inibir o 
influxo de Ca^ '^  através de canais iônicos (Blatter e Wier, 1994), bem como pela 
estimulação do efluxo de Ca^ "" do citopiasma pela troca de (Furukawa et
al., 1991). Além disso, a resposta contrátil de todos os músculos lisos é 
dependente da concentração de Ca^* intracelular. Outros mecanismos também 
participam do vasorelaxamento mediado pela via do GMPc, tais como; diminuição 
da sensibilidade das proteínas contráteis ao Ca^^ í^McDaniel et al., 1992) e 
ativação de canais de \C (Archer et al., 1994; Robertson et al., 1993). No entanto 
esses canais também podem ser ativados diretamente pelo NO, ou seja, por 
mecanismos independentes de GMPc. Neste caso 0 NO promove uma alteração 
química no grupo sulfidrila do canal, aumentando a probabilidade de sua abertura 
(Bolotina et a/.,1994). Assim, a diminuição da concentração Ca '^’ intracelular e 
simultânea ativação dos canais de K" -parecem contribuir para o relaxamento da 
musculatura lisa.
Para avaliar a participação direta do GMPc no relaxamento vascular 
causado pelo poligodial na aorta de coelho com endotélio, foi dosado o nívèl de 
GMPc na aorta torácica de coelho antes, e após o relaxamento com o composto 
poligodial. Os resultados mostram que tanto o poligodial quanto 0 NPS, um
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doador de NO, aumentaram significativamente os valores de GMPc quando 
comparado com os níveis basais. Esses resultados confirmam portanto que o 
efeito relaxante causado pelo poligodial na musculatura lisa vascular 
possivelmente decorre da liberação de NO, e com conseqüente ativação da 
guanilato ciclase solúvel, causando assim aumento no nível de GMPc.
Nossos resultados ainda nos permitem sugerir que, na musculatura lisa 
vascular a elevação do nível de GMPc pode estar promovendo a fosforilação 
protéica via proteína quinase G, o que resultaria na ação vasorelaxamento 
produzida pelo poligodial. Outras evidências, também indicam que o relaxamento 
causado pela liberação de NO, e conseqüente aumento de GMPc em alguns 
tecidos, pode ocorrer pela ativação direta ou indireta dos canais de ou pela 
liberação do EDHF do endotélio vascular (Bolotina et a i, 1994; Garland et a i, 
1995; : Koh etal., 1995; Robertson et al., 1993).
Para testar a hipótese se a ativação dos canais de K* está envolvida no 
relaxamento causado pelo poligodial, foram realizados experimentos utilizando 
vasos de coelho e de cobaia com endotélio, na ausência e na presença de 
diferentes bloqueadores de canais de hC como a glibenclamida, bloqueador de 
canais de potássio sensíveis ao ATP (Brayden et al., 1996); TEA, bloqueador não 
seletivo de canais de \C (Huang et al., 1993), 4-aminopiridina, bloqueador de 
canais de K* dependentes de voltagem (Brayden et al., 1996), caribdotoxina, 
bloqueador de canais de K" sensíveis ao cálcio de alta condutãncia e apamina, 
bloqueador de canais de hC sensíveis ao cálcio de baixa condutãncia (Brayden et 
al., 1996; Cookef a/., 1985; Romey et al., 1984). No entanto, estes bloqueadores 
de canais de K* falharam em antagonizar as respostas relaxantes induzidas pelo
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/poligodial na artéria pulmonar de cobaia e aorta torácica de coelho. Com base 
nesses resultados, podemos sugerir que o efeito vasorelaxante induzido pelo 
poligodial nesses vasos, parece não envolver a ativação de canais de Katp, Kca 
ou canais Kv. No entanto na artéria pulmonar de coelho somente TEA e 
glibenclamida inibiram parcialmente, mas significativamente a ação do poligodial, 
sugerindo que uma pequena parte do relaxamento endotélio-dependente 
causado pelo poligodial parece ser mediada pelos canais Katp.
0 fato do TEA e a glibenclamida terem inibido o vasorelaxâmento apenas em 
artéria pulmonar de coelho, pode estar relacionado com a espécie do animal 
utilizado, e também com a quantidade desses canais nesses tecidos, uma vez 
que a propriedade dos canais Katp varia de um tecido para outro (Quayle et a i, 
1997). ■ .
Mediante os resultados obtidos, indicando que o vasorelaxamento induzido 
pelo poligodial estaria ocorrendo pela ativação da via L-arginina/NO/GMPc, 
resolvemos investigar a possibilidade do poligodial estar agindo sobre receptores 
situados na membrana de células endoteliais. 0  relaxamento endotélio- 
dependente observado na musculatura lisa vascular pode ocorrer quando 
agonistas tais como; acetilcolina, ATP, ADP, substância P, serotonina, trombina, 
bradicinina e outros (Furchgott et a i, 1980; Lüscher et al., 1990) ativam 
receptores próprios situados na membrana das células endoteliais. Essa ativação 
causa um aumento nos níveis de IP3 que por sua vez, podem contribuir para o 
aumentar no citoplasma. seguido pela interação com Ca^Vcalmodulina e 
ativação da eNOS (Brusse et al., 1993; Vanhoutte et al., 1995). Verificamos que 
os antagonistas tanto de receptores muscarínicos quanto receptores para
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substância P (NK1 e NK2) e de bradicinina (B2) não alteraram significativamente 
0 relaxamento induzido pelo poligodial em artéria pulmonar de coelho, 
demonstrando assim, que o vasorelaxamento induzido pelo poligodial não esta 
ocorrendo por uma ativação desses receptores específicos na membrana de 
células endoteliais.
Em outra série de experimentos, foi investigada a suposta participação dos 
canais de Ca^* situados na membrana da célula endotelial e também na 
musculatura lisa vascular. Wang et a i, (1999) demostraram que a rutaecarpina, 
um alcalóide isolado da Evodia rutaecarpa, produz aumento na concentração de 
Ca^ '" intracelular em culturas de células endoteliais, através da ativação do influxo 
de Ca^ "", possivelmente via canais de Ca^ "". Este alcalóide, também foi capaz de 
reduzir a concentração de Ca^* intracelular através da inibição do influxo de Ca^* 
e liberação de Ca^ "" do estoque intracelular na musculatura lisa vascular. No 
entanto, nossos resultados demonstram que o poligodial não parece interferir 
com o influxo de Ca^* na célula endotelial, nem inibindo o influxo de Ca^* na 
musculatura lisa vascular, uma vez que a curva cumulativa concentração- 
resposta para 0 CaCb na artéria pulmonar de coelho com e sem endotélio não foi 
alterada na presença do poligodial.
A PGI2 também causa relaxamento na musculatura lisa vascular por 
estimular a adenilato ciclase, e aumentar os níveis de AMPc (Parsaee et a i, 
1992). No entanto, nossos resultados sugerem que a liberação de PGI2 do 
endotélio não tem nenhuma participação importante na resposta vasorelaxante 
induzida pelo poligodial na artéria pulmonar de coelho, uma vez que a 
indometacina (inibidor de cicloxigenase) falhou em afetar essa resposta.
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Considerando uma possível interação entre a guanilato ciclase solúvel e a 
adeniiato ciclase (Lincoln e Cornwell, 1991), nós também avaliamos se o 
relaxamento causado pelo poligodial poderia estar relacionada com a ativação de 
AMPc. No entanto, esse parece não ser o caso, uma vez que o inibidor seletivo 
de proteína quinase A (KT 5720), aparentemente, não teve efeito no relaxamento 
produzido pelo poligodial.
Procurando ainda, melhor esclarecer o mecanismo de ação envolvido no 
vasorelaxamento causado pelo poligodial, investigamos também a possível 
participação de neuropeptídeos neste efeito. Alguns autores têm demonstrado 
que neuropeptídeos vasoativos como a substância P, CGRP ou o polipeptídeo 
intestinal vasoativo (VIP) estão presentes nos nervos de alguns vasos, 
produzindo dilatação em vasos contraídos. 0 efeito periférico do CGRP tem sido 
estudado usando preparações isoladas do sistema cardiovascular. Esse peptídeo 
produz vasodilatação em vasos coronarianos de rato, coelho, porco, vaca e 
homem (Beny et al., 1989; Greenberg et a i, 1987; Marshall et al., 1986), bem 
como em vaso cerebral e artéria mesentérica de rato, cobaia, coelho, gato e 
homem (Hanko et al., 1985; Marshall et a/., 1986, 1988). Tem sido demonstrado 
também que a vasodilatação neurogênica é seletivamente abolida pela depleção 
do CGRP, um potente neuropeptídeo vasodilatador. Corboz et al. (1998) também 
demonstraram que os receptores para taquicinina NKi estão presentes em artéria 
pulmonar humana e que a estimulação desses receptores induz vasodilatação. 
No entanto, o relaxamento induzido pelo poligodial, na artéria pulmonar de 
coelho, não foi afetado pela presença de CGRP-8,37, um antagonista de receptor 
para CGRP.
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Em outra série de experimentos, foi analisado o efeito relaxante induzido 
pelo poligodial no corpo cavernoso de coelho, e também sua relação com a via 
do NO e GMPc. Neste contexto, há trabalhos na literatura descrevendo 
experimentos com preparações de corpos cavernosos, as quais descrevem a 
existência de inervação NANC, que é responsável pela maior parte do efeito 
relaxante causado pelo NO neste tecido (Burnett et al., 1992; Holmquist et a i, 
1991; Ignarro et al., 1990; Hayashida et al., 1996; Vizzard et al., 1994) pela via 
NO/GMPc. Por sua vez, o comprometimento fisiológico desta via nitrérgica pode 
induzir a graves disfunções de ereção peniana. Estas alterações funcionais 
podem ser revertidas com a utilização de drogas que aumentam o sinal de 
transdução da via NO/GMPc (Jeremy et al., 1997). É importante ressaltar ainda 
que o efeito de relaxamento ocasionado pelo NO é decorrente do acúmulo de 
GMPc, e subsequente ativação de canais de K", os quais induzem a 
hiperpolarização da membrana celular, produzindo o relaxamento tecidual.
Na busca de novas terapias para o tratamento das disfunções eréteis, 
alguns produtos naturais vêm apresentando resultados bastante promissores, 
sendo que muitos apresentam suas ações mediadas pelo aumento dos níveis de 
NO. Como por exemplo, o alcalóide beriberi, uma benzodiozoloquinolizina, causa 
um efeito relaxante no corpo cavernoso de coelho, por estimular a liberação de 
NO e a ativação de canais de K* (Chiou et al., 1998). Além disso, tem sido 
demonstrado que outros produtos derivados de plantas e toxinas, como o 
ginsenoside extraído da Panax ginseng (Chen e Lee, 1995) e o veneno do Tityus 
serrulatus (Teixeira et al., 1998) causam relaxamento do corpo cavernoso de 
coelho por liberar NO. Nossos resultados obtidos demonstram que o poligodial,
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no corpo cavernoso de coelho, promove um relaxamento concentração- 
dependente, com uma potência e relaxamento máximo muito semelhante ao 
causado pela acetilcolina e pelo NPS.
Este relaxamento evidenciado no corpo cavernoso de coelho, também não 
diferiu significativamente do relaxamento induzido pelo poligodial nos vasos 
estudados. Porém o poligodial não causou dessensibilização neste tecido, como 
evidenciado nos vasos, Esta ausência de dessensibilização observada após a 
realização da curva cumulativa concentração-resposta de relaxamento para o 
poligodial no corpo cavernoso de coelho, pode estar ocorrendo porque neste 
tecido, 0 NO pode ser liberado tanto do endotélio sinusoidal como de nervos 
diiatadores autonômicos do tecido cavernoso, que promovem relaxamento do 
músculo liso trabecular pela elevação dos níveis de GMPc (Andersson, 1993; 
Holmquist ef a/., 1991; Rajferefa/., 1992).
0 fato de não observarmos dessensibilização induzida pelo poligodial no 
corpo carvernoso de coelho, abre grandes perspectivas para o aproveitamento do 
poligodial como uma nova droga no tratamento da impotência sexual.
Nossos resultados também sugerem que o poligodial pode estar 
produzindo relaxamento no corpo cavernoso de coelho, possivelmente pela via 
NO/GMPc, uma vez que o LY 83583 inibiu significativamente esse efeito 
relaxante. Porém, os mecanismos de relaxamento ativados pelo poligodial no 
corpo cavernoso de coelho ainda está sendo melhor investigado.
Em resumo, nossos resultados indicam que este sesquiterpeno poligodial 
produziu relaxamento de maneira dependente e independente de endotélio 
vascular nas artérias pulmonares de coelho e cobaia e na aorta torácica de
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coelho. Além disso, o poligodial também causou um relaxamento no corpo 
cavernoso de coelho muito semelhante ao produzido pelo NPS e pela 
acetilcolina. 0 relaxamento induzido pelo poligodial parece ser largamente 
mediado pela liberação de NO ou substância relacionada com NO do endotélio 
vascular, por um mecanismo dependente da ativação da guanilato ciclase e do 
aumento dos níveis de GMPc. Nossos resultados ainda demonstram que o 
relaxamento induzido pelo poligodial no corpo cavernoso de coelho também pode 
estar ocorrendo via NO/GMPc. No entanto, a abertura de canais de Kca, Kv, ou 
Katp parece não estar participando na ação vasorelaxantè induzida pelo 
poligodial em artéria pulmonar de cobaia e aorta torácica de coelho. Porém, na 
artéria pulmonar de coelho, a abertura de canais Katp, parece estar contribuindo, 
pelo menos em parte, para o relaxamento promovido pelo poligodial. Nossos 
resultados também demonstram que liberação de PGI2, substância P ou CGRP 
ou a ativação da adenilato ciclase, não estão aparentemente envolvidos na ação 
vasorelaxante do poligodial nos vasos estudados. Finalmente, 0 efeito 
vasorelaxante induzido pelo poligodial não envolve o aumento da concentração 
de Ca^ '" nas células endoteliais, ou sua diminuição na musculatura lisa vascular 
ou ainda uma ativação direta de receptores de membranas nas células 
endoteliais.
Os vários efeitos apresentados pelo poligodial, tanto nos estudos in vivo 
(IVlendes etal., 1998, Tratsk etal., 1997) como nos in vitro (El Sayah et a i, 1998), 
demonstram claramente que esse composto possui várias atividades de interesse 
farmacológico que podem ser de grande importância no desenvolvimento de 
novas drogas oriundas de produtos naturais. Sterner e Azallase (1999) sugeriram
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que 0 poligodial e substâncias naturais relacionadas podem constituir uma 
atraente alternativa para desenvolver uma nova classe de drogas de interesse 
clínico, denominados agora de agonistas de receptores vanilóides.
Com base nos nossos resultados aqui apresentados, sugerimos que esse 
composto, além de apresentar uma variedade de caminhos envolvidos tanto no 
processo doloroso como em processos inflamatórios, pode agora também ser de 
grande relevância no desenvolvimento de uma nova substância vasodilatadora.
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